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1.1 Die Familie der T cell Immunoglobulin and Mucin domain (Tim) Proteine 
 
Das erste entdeckte Mitglied der Tim (T cell Immunoglobulin and Mucin domain) Protein-
Familie war Tim-1. Es wurde zunächst als Hepatitis A Virus Zellulärer Rezeptor 1 (HAVCR-1) in 
Nierenzellen der Grünmeerkatzen, AGMK-Zellen (African Green Monkey Kidney cells) [1], und 
später auch beim Menschen entdeckt [2]. 
 
Weitere Mitglieder der Tim-Familie wurden bei der Suche nach Asthma-
Suszeptibilitätsgenen entdeckt. In dieser Studie wurden kongene Mäuse, durch Kreuzung 
von DBA/2-Mäusen (resistent gegen Induktion allergischer Atemwegserkrankungen) mit 
BALB/c-Mäusen (sensitiv für die Induktion allergischer Atemwegserkrankungen) generiert 
[3]. Ein Lokus des Chromosoms 11 von DBA/2 Mäusen verlieh den BALB/c Mäusen die 
Resistenz gegen allergische Atemwegserkrankungen. Diese Region wurde als Tapr (T-cell and 
Airway Phenotype Regulator) bezeichnet und enthielt vier konservierte Gene der Tim-Familie 
(Tim-1 bis -4). Beim Menschen wurden drei orthologe Gene der Tim-Familie (Tim-1, Tim-3 
und Tim-4) in einer mit der Asthma-Sensitivität assoziierten Region innerhalb des 
Chromosoms 5 (5q23-5q35) identifiziert [3].  
 
Tim-Proteine sind Typ-I-Transmembranproteine mit einer N-terminalen Immunglobulin V 
Domäne (IgV) gefolgt von einer stark glykosylierten Mucin-Domäne, einer einfachen 
Transmembranregion und einem intrazellulären Teil. Die zytoplasmatischen Domänen der 
humanen und murinen Tim-Proteine sind stark konserviert und enthalten, mit der 
Ausnahme von Tim-4, Tyrosinkinasephosphorylierungsstellen [4, 5] (Abb.1.1.1). Für Tim-1 
wurden zwei Spleißvarianten der zytoplasmatischen Domäne beschrieben: Tim-1a ohne 
Phosphorylierungsmotiv wird hauptsächlich in der Leber, Tim-1b mit einem 

















































Abb. 1.1.1 Schematische Darstellung der Struktur der Tim-Proteine  
T-Zell Immunglobulin und Mucin-Domäne (Tim) Proteine sind Typ-I-Transmembranproteine. Bei der 
Maus sind vier Mitglieder der Tim-Familie (Tim-1 bis -4) vorhanden und beim Menschen dagegen nur 
drei, Tim-2 fehlt. Am N-terminalen Ende der Tim-Proteine befindet sich die Immunglobulin-ähnliche 
Domäne (IgV), gefolgt von der Mucin-Domäne, einer Transmembranregion und einer 
zytoplasmatischen Domäne. Die IgV-Domäne enthält eine Phosphatidylserin-Bindungsstelle und die 
Mucin-Domäne ist unterschiedlich stark glykosyliert. Am stärksten glykosyliert sind Tim-1 und Tim-4, 
Tim-3 besitzt dagegen nur wenige Glykosylierungsstellen. In der zytoplasmatischen Domäne befindet 
sich bei Tim-1 und Tim-3 eine Tyrosinkinase-Phosphorylierungsstelle, welche dem Tim-4 Protein fehlt 











1.2 Liganden von Tim-1 und Tim-4 
 
Für Tim-1 und Tim-4 wurde eine Reihe von Liganden beschrieben. Darunter sind Viren, 
Rezeptoren, Phospholipide und Kernproteine. Diese Vielfältigkeit erlaubt mehrere Liganden-
abhängige Funktionen der Tim-Proteine. Trotz der erstaunlichen Diversität und der 
Vielfältigkeit der bereits bekannten Liganden wird vermutet, dass für Tim-1 und Tim-4 
weitere noch unbekannte Liganden existieren. Im Weiteren werden die bis jetzt entdeckten 
Liganden von Tim-1 und Tim-4 beschrieben. 
 
Hepatitis A Virus 
Der erste entdeckte Ligand von Tim-1 war das Hepatitis A-Virus (HAV) [1]. 
Interessanterweise stellte sich heraus, dass eine polymorphe Variante von Tim-1, mit einer 
Insertion von sechs Aminosäuren in der Mucin-Domäne (157insMTTTVP), das HAV sehr viel 
effizienter bindet als die kürzere Tim-1 Variante. Die Expression der 157insMTTTVP Tim-1-
Variante in humanen NKT (Natural Killer T cells) Zellen erhöhte ihre Aktivität gegen HAV-
infizierte Leberzellen im Vergleich zu der kürzeren Variante. Unter dem natürlichen 
selektiven Druck der HAV-Infektionen ist vermutlich die kürzere Tim-1 Variante entstanden, 
welche eine geringere Affinität zu HAV besitzt und dadurch eine gewisse Immunität gegen 
HAV-Infektionen verleiht [7]. Erstaunlicherweise entwickelt dieser Schutz gegen HAV-
Infektionen eine Prädisposition für allergische Erkrankungen wie z.B. Asthma [7, 8]. Auch 
weitere Studien zeigten, dass der Polymorphismus im extrazellulärem Teil von Tim-1 
(hauptsächlich in der Mucin-Domäne) mit allergischen Erkrankungen und Störungen im 
Immunsystem assoziiert ist [8-11].  
 
Phosphatidylserin (PS) 
PS ist ein Phospholipid, das normalerweise auf der Innenseite der Plasmamembran 
lokalisiert ist und bei Induktion der Apoptose (programmierter Zelltod) auf die Außenseite 
der Zellmembran verlagert wird. PS auf apoptotischen Zellen ist ein Signal für die Aufnahme 
dieser Zellen durch Phagozyten [12, 13]. Als Rezeptoren von PS vermitteln Tim-1 und Tim-4 
die Phagozytose apoptotischer Zellen [14-18]. Mit Tim-1 oder Tim-4 transfizierte murine 
Fibroblasten, erlangten die Fähigkeit, apoptotische Zellen zu phagozytieren, was durch Tim-1 







Tim-IgV-Domäne wurde bei Tim-1, Tim-3 und Tim-4 eine Phosphatidylserin-Bindungsstelle 
entdeckt und als MILIBS-Sequenz (Metal Ion-dependent Ligand Binding Site) bezeichnet. In 
der MILIBS-Sequenz wird eine kleine Vertiefung durch zwei ß-Faltblätter (CC´- und FG-
Schleifen) gebildet, in welcher der hydrophobe, negativ geladene Kopf von Phosphatidylserin 
(PS) mit Hilfe eines Metallions koordiniert wird [17, 20]. Dabei handelt es sich wahrscheinlich 
um ein Ca2+ Ion, denn es konnte gezeigt werden, dass das Ca2+-bindende EGTA (Ethylene 
Glycol Tetraacetic Acid) die Bindung von Tim-3 an PS inhibiert. Zusätzlich interagieren die 
aromatischen Aminosäurereste der CC´- und FG-Schleifen mit den PS-Fettsäuren und 
inserieren dadurch in die Lipiddoppelschicht [21]. Tim-1 und Tim-4 besitzen im Gegensatz zu 
Tim-3 eine höhere Affinität für PS. Die strukturelle Grundlage dieser Affinitäts-Unterschiede 
liegt in der MILIBS-Sequenz. Tim-1 und Tim-4 haben ein identisches Aminosäuren-Motiv 
(WFND) innerhalb der FG-Schleife, während bei Tim-3 die Aminosäuren WF durch LM 
substituiert sind (LMND-Motiv). Diese Substitution resultiert in einer reduzierten Bindung 
von Tim-3 mit PS. Dem murinen Tim-2 fehlt die Aminosäuresequenz WFND in der FG-
Schleife. Dies erklärt, warum Tim-2 nicht fähig ist, an PS zu binden [21].  
 
Tim-1, Tim-3 und Tim-4 
In weiteren Studien wurde gezeigt, dass neben dem Phosphatidylserin, oxidiertes LDL (Low 
Density Lipoprotein) [22], die schwere Kette von Immunglobulin-a [23], Tim-1 selbst [17, 24] 
sowie Tim-3 [24] und auch Tim-4 [25] fähig sind, mit Tim-1 zu interagieren. Bei den 
Interaktionsstudien von Tim-1 und Tim-4 wurden die löslichen Fusionsproteine Tim-1-Fc und 
Tim-4-Fc (Tim-1 und Tim-4 fusioniert mit der Fc-Region eines humanen IgG1) eingesetzt und 
die Bindung mittels Durchflusszytometrie analysiert. Tim-4-Fc assoziierte mit CHO-Zellen 
(Chinese Hamster Ovary cells), die Tim-1, aber nicht Tim-3 oder Tim-2 exprimierten. Auch 
umgekehrt konnte gezeigt werden, dass Tim-1-Fc lediglich an Zellen bindet, die Tim-4, nicht 
aber Tim-3 oder Tim-2 exprimieren [25]. Eine direkte Interaktion von Tim-1 und Tim-4 
konnte bis jetzt nicht nachgewiesen werden [26, 27]. Später wurde gezeigt, dass diese 
homophilen und heterophilen Interaktionen zwischen den Tim-Proteinen indirekt über eine 
Bindung an zwei verschiedene PS auf Exosomen erfolgen [28]. Exosomen sind 50-100 nm 
große, PS-tragende Mikrovesikel, die von verschiedenen Zelltypen durch Einschnüren der 
Zellmembran gebildet und in den extrazellulären Raum sezerniert werden [29]. Mittels 







exprimieren, binden. Tim-4-Fc oder Tim-1-Fc assoziierten mit Tim-1 oder Tim-4 
exprimierenden Ba/F3 B-Zellen, und diese Bindung wurde durch die Zugabe von Annexin V 
(ein PS-bindendes Protein) kompetitiv gehemmt [28]. Da Tim-3 eine geringere Affinität zu PS 
aufweist als Tim-1 oder Tim-4 [21], könnte dies erklären, warum Tim-1-Fc und Tim-4-Fc nicht 
an Tim-3 exprimierende Zellen gebunden haben [25]. 
 
Filoviren 
Weitere Studien haben gezeigt, dass Tim-1 auch ein Rezeptor für die Filoviren, wie das 
Ebolavirus (EBOV) und das Marburgvirus (MARV), ist [30]. Tim-1 bindet direkt an ein virales 
Glycoprotein (GP-1), welches die Fusion zwischen der viralen und der Wirtsmembran 
vermittelt. Eine Blockade von Tim-1 mittels antagonistischer Antikörper hemmte 
dosisabhängig die Transduktion von Zellen mit EBOV und MARV [30]. Eine weitere Studie 
zeigte, dass eine Transduktion mit Filoviren über die Bindung von Tim-1 an PS der Virenhülle 
erfolgt. Dabei wird das Viruspartikel, ähnlich wie bei der Phagozytose apoptotischer Zellen, 
in die Zelle aufgenommen [31].  
 
LMIR5 
Ferner wurde LMIR5 (Leukocyte Mono-Ig-like Receptor 5) als ein Ligand von Tim-1 und Tim-4 
beschrieben [32]. LMIR5 ist ein Rezeptor, welcher auf Immunzellen (Mastzellen, 
Makrophagen, Neutrophilen, Dendritische Zellen (DCs)) exprimiert wird und an ihrer 
Aktivierung zur Zytokinproduktion, Zellüberleben sowie Adhäsion an der extrazellulären 
Matrix beteiligt ist. Eine Stimulation von LMIR5+ Mastzellen mit Tim-1-Fc oder Tim-4-Fc 
führte zur Aktivierung von Mastzellen, was sich in erhöhter Phosphorylierung von ERK 
(Extracellular signal-Regulated Kinase) und der Induktion der IL-6 (Interleukin-6)-Produktion 
äußerte [32].  
 
Kernprotein NUR77 
Mittels eines Yeas-two-Hybrid-Systems, mit welchem Tim-1 IgV-Interaktionspartner gesucht 
wurden, wurde ein weiterer Tim-1-Ligand entdeckt. Dabei handelte es sich um NUR77 (NUR 
response element transcription factor 77), einem Nuklearrezeptor, welcher 
T-Zellproliferation, Differenzierung, Überleben sowie den Tod von Zellen reguliert [33, 34]. 







binden. Außerdem wurde nachgewiesen, dass NUR77 mit der extrazellulären 
Immunglobulindomäne von Tim-1 interagiert [37]. Eine Bindung zwischen einem Kernprotein 
und Oberflächenrezeptoren ist sehr ungewöhnlich und war überraschend. Die Studie zeigte, 
dass die Interaktion zwischen den Proteinen im Zytoplasma stattfindet [37]. Obwohl NUR77 
ein Kernprotein ist, haben mehrere Studien gezeigt, dass NUR77 hauptsächlich im 
Zytoplasma vorliegt [34-36]. Erst nach einer Hyperphosphorylierung wird NUR77 in den 
Nukleus transportiert [36]. Interessanterweise wurde festgestellt, dass Tim-1 einer 
dynamischen Translokation durch Endozytose und anschließender Exocytose zurück zur 
Zelloberfläche unterliegt. Dabei findet die Interaktion zwischen NUR77 und TIM-Proteinen in 
den intrazellulären Vesikeln statt, was zu einer lysosomalen Degradierung des NUR77 
Proteins führt, wobei die Tim-Proteine selbst nicht abgebaut werden [37]. Eine Translokation 
des zytosolischen NUR77 in die Mitochondrien induziert normalerweise Apoptose [38]. Die 
Interaktion von Tim-1 und NUR77 führt zum Abbau von zytosolischem NUR77, wodurch der 
programmierte Zelltod verhindert werden konnte [37].  
 
1.3 Die Rolle von Tim-1 im Immunsystem 
 
Tim-1 wird hauptsächlich auf Immunzellen, wie aktivierten T-Zellen [39], regulatorischen 
B-Zellen (Bregs) [40, 41], Mastzellen [42], NKT (Natural Killer T cells) [43] und Dendritischen 
Zellen [44] exprimiert. Nach T-Zell-Differenzierung wird Tim-1 vorzugsweise auf den Typ-2-T-
Helferzellen (Th2) und nicht auf Typ-1-T-Helferzellen (Th1) exprimiert [39]. Diese Vielfalt von 
Tim-1+ Immunzellen deutet auf eine bedeutende Rolle des Proteins bei der Regulation des 
Immunsystems hin. In der Tat wurde Tim-1 mit vielen Autoimmunerkrankungen wie 
atopischer Dermatitis [45], Allergie [46], rheumatoider Arthritis [47], Asthma [48] und 
systemischem Lupus Erythematodes [49] in Verbindung gebracht.  
 
Eine der meist untersuchten Funktionen von Tim-1 ist seine kostimulatorische Rolle bei der 
Aktivierung von T-Zellen [25, 39, 50]. Eine erfolgreiche T-Zell-Aktivierung, welche zur 
Expansion und Differenzierung der T-Zellen führt, erfordert zwei unabhängige Signale: 
Bindung des T-Zellrezeptors an Antigene welche durch APCs (Antigen Presenting Cells) auf 
dem MHC-Komplex (Major Histocompatibility Complex) präsentiert werden und die 







APCs. Bei Abwesenheit von kostimulatorischen Signalen wird die Immunantwort gegen die 
präsentierten Antigene nicht ausgelöst. Außerdem wird eine Unempfindlichkeit 
(Immuntoleranz) gegenüber dieser Antigene hervorgerufen [51-53].  
 
Experimentell können naive T-Zellen Antigen-unspezifisch mittels anti-CD3/CD28 Antikörper 
(gerichtet gegen die Cluster of Differentiation (CD) 3/28) aktiviert werden. Eine zusätzliche 
Stimulation von Tim-1 mittels agonistischen Antikörper führte zu einer signifikant erhöhten 
T-Zellproliferation und Zytokinproduktion der T-Zellen. In vivo verstärkte die Tim-1 
Aktivierung mit dem agonistischen Antikörper die Immunisierung von Mäusen mit einem 
Antigen, wobei antigenspezifische T-Zellen expandierten und die Zytokinproduktion anstieg 
[39]. Eine Hochregulation der Tim-1-Expression in primären T-Zellen oder Jurkat T-Zellen 
führte zu einer erhöhten IL-4 Produktion und zu einer Aktivierung von NFAT/AP-1 (Nuclear 
Factor for Activation of T-cells / Activator Protein 1) Elementen, was Merkmale einer T-Zell-
Aktivierung sind [27, 50]. Dabei zeigte sich, dass Tim-1 auf der Zelloberfläche von Jurkat 
T-Zellen mit dem CD3 (Cluster of Differentiation 3) Komplex, einer Komponente des 
T-Zellrezeptors, welcher für die Signalweiterleitung verantwortlich ist, assoziiert [27].  
 
In Tim-1-defizienten oder transgenen Mäusen, bei welchen Tim-1 überexprimiert ist, wurden 
keine Defekte im zellulären Phänotyp festgestellt. Die B-Zell- sowie T-Zell-Proliferation und 
Zytokinproduktion bei einer Th2-Antwort wurden ebenfalls nicht durch Defizienz oder 
Überexpression von Tim-1 beeinflusst [54, 55]. Interessanterweise entwickelten transgene 
Mäuse mit einer Tim-1 Variante, welcher die Mucindomäne fehlt (Tim-1ΔMucin), im Alter von 
ungefähr zehn Monaten Autoimmunerkrankungen. Diese äußerten sich in hyperaktivierten 
T-Zellen, erhöhter Th1-Immunantwort, aktivierten Dendritischen Zellen und erhöhten 
Mengen an Immunglobulinen im Serum, sowie vermehrter Entwicklung von Autoantikörpern 
und anti-dsDNA (Doppelstrang-DNA) Antikörpern [40]. Diese Wirkung erfolgte durch die 
Beeinträchtigung der regulatorischen B-Zellen (Bregs) in ihrer Funktion IL-10 zu produzieren. 
Bregs sind essentiell für die Induktion der Immuntoleranz durch negative Regulation von 
Immunantworten mittels IL-10-Produktion. Sie agieren als positive Regulatoren von 
Immunantworten durch die Antigenpräsentation für die optimale T-Zell Aktivierung [56]. 
Tim-1 wird auch auf regulatorischen B-Zellen (Bregs) exprimiert und wird als Marker für diese 







Die Rolle von Tim-1 bei der Regulation der peripheren Immuntoleranz wurde durch 
Transplantationsstudien in Mäusen untersucht. Es zeigte sich, dass ein agonistischer Tim-1 
Antikörper zu einer Abstoßung von allogenen Transplantaten führte, indem die periphere 
Toleranz unterdrückt wurde. Dabei wurde eine Expansion von Th1- und Th17-Zellen und 
gleichzeitig eine Hemmung der Entwicklung regulatorischer T-Zellen (Tregs) induziert [57]. 
Tregs regulieren die Immuntoleranz indem sie die Expansion von antigenspezifischen T-Zellen 
supprimieren. In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass eine Blockade von Tim-1 durch 
einen antagonistischen Antikörper das Überleben von Mäusen nach einer allogenen 
Herztransplantation verlängerte. Dabei wurde Tregs-abhängige periphere Toleranz induziert 
und die alloreaktive Th1-Immunantwort supprimiert [58]. Interessanterweise führte eine 
Behandlung mit löslichem Tim-1-Fc ebenfalls zum verlängerten Überleben von Mäusen nach 
einer allogenen Herztransplantation. Dies war assoziiert mit supprimierter Th1-Antwort und 
erhöhten Th2-Antwort, sowie erhöhter Anzahl von Tregs in der Milz. Später wurde 
festgestellt, dass das lösliche Tim-1-Fc Fusionsprotein hemmend auf die T-Zell-Aktivierung 
und Proliferation wirkt [59].  
 
Tim-1 scheint demnach eine wichtige Rolle bei der Regulierung von Immunantworten und 
der peripheren Immuntoleranz zu spielen. Die genauen Wirkmechanismen sind bis jetzt noch 
nicht vollständig aufgeklärt. Möglicherweise sind weitere Tim-1 Liganden auf den 
Immunzellen vorhanden, deren Identifizierung zum besseren Verständnis der Tim-1 Funktion 
im Immunsystem beitragen würde. 
 
1.4 Die Bedeutung von Tim-1 bei Nierenerkrankungen 
 
Tim-1 wird auf vielen Nierenkarzinomzelllinien exprimiert [30, 60, 61], auch auf der 
Nierenzelllinie AGMK (African Green Monkey Kidney) [1] aber nicht in der humanen, 
embryonalen Nierenzelllinie HEK293 [6]. Normalerweise ist Tim-1 in der Niere nicht 
detektierbar. Erst nach einem akuten Nierenschaden kommt es zu einer Hochregulation der 
Tim-1 Expression auf renalen, proximalen Tubulusepithelzellen, PTECs (Proximal Tubular 
Epithelial Cells), in Ratte, Maus und Mensch. Tim-1 wurde deswegen zunächst als KIM-1 







der polyzystischen Nierenerkrankung [63] dient die Hochregulation der Tim-1-Expression als 
Indikator der Erkrankung. Interessanterweise wurde nach einem akuten Nierenschaden eine 
erhöhte Konzentration von löslichem Tim-1 im ausgeschiedenen Urin nachgewiesen. Diese 
Freisetzung wird durch proteolytische Spaltung der Tim-1 Ektodomäne durch 
Metalloproteasen vermittelt [6, 66]. Die lösliche Tim-1 Variante wird in den Urin 
abgesondert und ist mittlerweile ein klinischer Biomarker für akute Nierenerkrankungen 
sowie für den Nierenzellkrebs [60, 64, 67, 68]. 
Das Epithel des renalen proximalen Tubulus wird bei vielen Nierenerkrankungen 
beeinträchtigt [69]. Ein häufig eingesetztes Modell zur Untersuchung von ischämischem oder 
toxischem Schaden im proximalen Tubulusepithelien ist das Ischämie-/Reperfusionsmodel, 
IRI (Ischemia Reperfusion Injury). In diesem Modell wird die Blutzufuhr zur Niere oder einem 
anderen Organ (z.B. Leber) durch Abklemmen der Nierenvene unterbrochen und nach 
ungefähr 30-45 min. wird das Organ wieder mit dem Blut reperfundiert. Diese Prozedur 
führt zu einem verminderten Blutfluss und zur Beeinträchtigung des Nierenepithels durch 
Nekrose und Apoptose von proximalen Tubulusepithelzellen (PTECs). Anschließend erfolgt 
eine Regeneration des Nierenepithels. Das Nierenepithel wird regeneriert, indem die 
intakten PTECs sich in Makrophagen-ähnliche Zellen differenzieren, zu den Stellen der 
apoptotischen und nekrotischen PTECs migrieren und diese phagozytieren. Diese Fähigkeit 
der PTECs wird hauptsächlich durch die Überexpression von Tim-1 vermittelt [70]. 
Anschließend dedifferenzieren die Phagozyten-PTECs in neue PTECs, setzen sich an der 
geschädigten Stelle fest und proliferieren. Dadurch wird ein neues funktionstüchtiges 
proximales Tubulusepithelium gebildet [71, 72]. Studien mit einer Nierenepithelzelllinie 
LLC-PK1 (Pig Kidney Epithelial Cell Line) zeigten eindeutig, dass die phagozytierende Fähigkeit 
dieser Zellen von der Tim-1 Expression abhängig ist [70] . Eine andere Studie zeigte, dass die 
TIM-1 Expression in LLC-PK1 Zellen zur erhöhten Expression von HGF (Hepatocyte Growth 
Factor), einem Nieren-Reparaturfaktor, führt [73]. Tim-1 ist also nicht nur in die Beseitigung 










1.5 Die Rolle von Tim-4 im Immunsystem 
 
Im Gegensatz zu anderen Tim Proteinen wird Tim-4 ausschließlich auf 
antigenpräsentierenden Zellen, APCs (Antigen Presenting Cells), exprimiert [14, 25]. Tim-4 
Expression wurde auf residenten peritonealen Makrophagen (rPMs), marginalen 
metallophilen Makrophagen, Sternhimmelmakrophagen [75, 76], auf aktivierten DCs 
(Dendritic Cells) sowie auf peritonealen B-1-Zellen [16, 77] nachgewiesen.  
 
Einige Studien haben gezeigt, dass Tim-4, ähnlich wie Tim-1, kostimulierend auf die 
Aktivierung von T-Zellen wirkt. Diese Untersuchungen haben jedoch widersprüchliche 
Ergebnisse geliefert. Es ist nicht ganz eindeutig ob Tim-4 stimulierend oder hemmend auf die 
T-Zell-Aktivierung wirkt. Die mit anti-CD3/CD28 aktivierten T-Zellen expandierten, wenn sie 
zusammen mit Tim-4+ CHO-Zellen kultiviert wurden. Außerdem wurde eine erhöhte 
Produktion von IFN-γ (Interferon γ) und TNF-α (Tumornekrosefaktor α) in den T-Zellen 
induziert. Zusätzlich wurde beobachtet, dass eine Behandlung mit löslichem Tim-4-Fc 
Fusionsprotein zusammen mit CD3/CD28 Antikörpern ebenfalls zur T-Zellproliferation und 
einer erhöhten Freisetzung von IFN-γ und TNF-α führte [25, 77]. Dabei äußerte sich die 
intrazelluläre Signalübertragung der Tim-4-Fc Stimulation in der Aktivierung von Faktoren, 
welche das Überleben der Zelle fördern und Apoptose verhindern, wie Proteinkinase B, Bcl-2 
(B-cell lymphoma 2) und ERK. Zusätzlich wurde eine Phosphorylierung von endogenem Tim-1 
festgestellt [77]. Weiterhin wurde gezeigt, dass Tim-4-Fc, in hohen Konzentrationen, 
zusammen mit CD3/CD28 Antikörpern die Expansion von T-Zellen in vitro fördert. Geringere 
Konzentrationen von Tim-4-Fc führten dagegen zu einer Hemmung der mittels CD3/CD28 
Antikörpern induzierten T-Zellproliferation. In vivo induzierte das Tim-4-Fc Fusionsprotein 
T-Zell-Hyperproliferation und Zytokinproduktion in immunisierten Mäusen [25]. In beiden 
Studien wurde der kostimulatorische Effekt von Tim-4-Fc in Zusammenhang mit der Bindung 
von Tim-4 an Tim-1 gebracht. Eine direkte Bindung der Proteine konnte bislang jedoch nicht 
nachgewiesen werden.  
 
Die kostimulatorische Wirkung von Tim-4 könnte über einen anderen Liganden als Tim-1 
erfolgen. Es wurde beschrieben, dass Tim-4-Fc hemmend auf die T-Zell-Proliferation wirkt 
und dies nicht über die Bindung an Tim-1 erfolgt, da der Tim-1 Antikörper die hemmende 







naive T-Zellen bindet, welche kein Tim-1 exprimierten. In dieser Studie stellte man fest, dass 
das Tim-4-Fc Fusionsprotein die Proliferation naiver T-Zellen inhibierte und keine Wirkung 
auf die Proliferation aktivierter T-Zellen hatte [75]. Diese widersprüchlichen Ergebnisse 
können dadurch zustande kommen, dass eine natürliche Funktion von Tim-4 nicht 
nachgeahmt werden konnte. Tim-4 bindet an PS auf apoptotischen Zellen und vermittelt 
normalerweise Phagozytose. Eine in vivo Behandlung mit Tim-4-Fc könnte zu einer 
Opsonierung apoptotischer Zellen durch Tim-4-Fc führen. Infolgedessen würde eine 
verstärkte Immunreaktion mit Hyperproliferation von T-Zellen erfolgen [79].  
 
Tim-4 defiziente Mäuse weisen keine Unterschiede in der Entwicklung, Zelldichte und dem 
Aktivierungsstatus der T- und B-Zellen sowie von DCs im Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen 
auf [76, 77]. Interessanterweise war der homeostatische Zustand von rPMs bei den Tim-4-/- 
Mäusen verändert, charakterisiert durch eine erhöhte Zellzahl, gesteigerte basale TNF-α 
Produktion und einer gedämpften Antwort auf eine LPS (Lipopolysaccharid)-Stimulation [76, 
77]. Als Rezeptor für Phosphatidylserin vermittelt Tim-4 die Phagozytose apoptotischer 
Zellen und spielt dabei eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Immuntoleranz 
(Selbst-Toleranz und Antigen-Toleranz) sowie bei der Regulation der T-Zell-Immunantworten 
[19, 80]. Phagozytose apoptotischer Zellen ist ein wichtiger Mechanismus zur wirkungsvollen 
Beseitigung toter Zellen aus dem Organismus, und ist kritisch für die Aufrechterhaltung der 
Integrität und Funktion der umliegenden Gewebe. Apoptotische Zellen, die nicht beseitigt 
werden, können eine sekundäre Nekrose entwickeln, während welcher Auto- und Neu-
Antigene (z.B. dsDNA) freigesetzt werden. Diese Antigene können eine Autoimmunantwort 
(z.B. Bildung von anti-dsDNA-Antikörpern) auslösen [81, 82]. In Tim-4 defizienten Mäusen 
oder durch eine Blockade von Tim-4 mittels eines antagonistischen Antikörpers wurde eine 
stark reduzierte Aufnahme apoptotischer Zellen durch Makrophagen und B-1 Zellen 
festgestellt. Zudem wurden erhöhte Werte an anti-dsDNA-Antikörpern und 
Immunglobulinen (IgA, IgG2a, IgG2b) beobachtet, die ersten Anzeichen für eine 
Autoimmunreaktion [16, 28]. Die Rolle von Tim-4 bei der Beseitigung apoptotischer Zellen ist 
Zelltyp- und Gewebsspezifisch. In Tim-4 defizienten Mäusen war die Phagozytose 
apoptotischer Zellen im Peritonealraum (Bauchfellhöhle), aber nicht in der Milz verringert 
[16]. Auch im Keimzentrum der Lymphfollikel scheint Tim-4 keine Rolle für die Aufnahme 







Ferner ist Tim-4 mit allergischen Erkrankungen assoziiert. Sechs polymorphe Sequenzen in 
humanem Tim-4 korrelierten mit einer Immunität gegen atopische Dermatitis [45]. In 
asthmatischen Mäusen war die Tim-4-Expression in den DCs der Darmschleimhaut 
hochreguliert. Durch eine Vorbehandlung dieser Mäuse mit einem antagonistischen Tim-4 
Antikörper konnte die allergische Reaktion deutlich reduziert werden [83].  
 
Allergien werden meistens durch Fremd-Antigene ausgelöst. Bei den 
Atemwegserkrankungen, wie Asthma, werden harmlose Fremd-Antigene durch Inhalation 
aufgenommen. Diese Antigene werden durch die Alveolarmakrophagen in der Lunge 
aufgenommen und prozessiert. Dann migrieren die Makrophagen zu den Lymphknoten und 
präsentieren dort die Antigene den T-Zellen, welche daraufhin zu klonaler Expansion 
angeregt werden. Anschließend erfolgt die negative Selektion des größten Teils dieser 
antigenspezifischen T-Zellen, um eine Immuntoleranz gegen harmlose Antigene aufrecht zu 
erhalten [84-86]. Dabei gibt es drei Möglichkeiten: Apoptose und sofortige Beseitigung durch 
Makrophagen, Anergie oder die Suppression durch regulatorische T-Zellen. Es wurde gezeigt, 
dass Tim-4 in den Prozess der klonalen Eliminierung antigenspezifischer T-Zellen involviert ist 
[19, 87]. Eine Hemmung von Tim-4 durch einen antagonistischen Antikörper während der 
Immunisierung der Mäuse mit einem Antigen oder einer Infektion mit Influenza A Viren 
führte zur Hyperproliferation antigenspezifischer T-Zellen. In Tim-4 transgenen Mäusen 
(Tim-4+-APCs) war die sekundäre T-Zellantwort bei asthmatischen Mäusen dagegen deutlich 
reduziert. Dies erfolgte durch die erhöhte Phagozytose antigenspezifischer T-Zellen durch 
Tim-4+ Makrophagen. Es wurde festgestellt, dass die Anzahl antigenspezifischer T-Zellen 
deutlich reduziert war. Die Suppression der T-Zellproliferation durch Tregs konnte 
ausgeschlossen werden, da ihre Anzahl nicht erhöht war [19]. In einer weiteren Studie 
konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass Tim-4+-Makrophagen antigenspezifische 











1.6 Lösliche Tim-Proteine 
 
Eine lösliche Tim-1 Variante wird in den Urin abgesondert und ist ein klinischer Biomarker für 
akute Nierenerkrankungen sowie für Nierenzellkrebs [60, 64, 67, 68]. Die Expression und 
Freisetzung des löslichen Tim-1 durch proteolytische Spaltung (Shedding) wurde in der 
Nierenkarzinomzelllinie 769-P und einer immortalisierten PTEC Zelllinie HK-2 untersucht. Das 
Shedding des Tim-1 Proteins wurde mittels Phorbolester PMA (Phorbol-12-Myristate-13-
Acetate) induziert und durch Metalloproteasebreitbandinhibitoren (BB-94, GM6001) 
gehemmt [6]. Aufgrund der hemmenden Wirkung der Metalloproteasebreitbandinhibitoren 
wurde vermutet, dass Tim-1 durch Metalloproteasen gespalten wird, die vermutlich zur 
Familie der ADAM (A Desintegrin And Metalloproteinases) oder der MMP (Matrix 
Metalloproteinases) gehörten [6, 66]. Die Spaltung der Tim-1 Ektodomäne konnte durch 
einen Antikörper gehemmt werden, welcher an einer Sequenz in der Mucin-Domäne nahe 
der Transmembran-Domäne bindet [6]. Durch eine Deletion dieser Aminosäuresequenz 
(Δ278-283 FLEHSLL) konnte eine unspaltbare Tim-1 Variante erstellt werden [66]. Bei der 
Analyse der biochemischen Mechanismen, die zur proteolytischen Spaltung der Tim-1 
Ektodomäne führen, wurde entdeckt, dass ein Inhibitor von Tyrosinphosphatasen 
(Pervanadat) das Shedding von Tim-1 verstärkt induziert. Die Spaltung von Tim-1 wird durch 
Metalloproteasen vermittelt und durch MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) reguliert 
[66]. Eine weitere Studie an primären humanen PTECs zeigte in vitro, dass lösliches Tim-1 
nach Stimulation mit TNF-α und humanem Serumalbumin freigesetzt wird. Es konnte 
nachgewiesen werden, dass die proteolytische Freisetzung der Tim-1 Ektodomäne durch die 
Matrixmetalloprotease 3 (MMP-3) vermittelt wird [88]. 
Es ist wenig über die physiologischen Konsequenzen des Tim-1 Sheddings bekannt. In 
Nierenzellkarzinomen wurde festgestellt, dass erhöhtes Shedding von Tim-1 ein Zeichen für 
aggressivere Tumore darstellt, die zu Metastasen führen (Freeman Grade III und IV). In vitro 
Untersuchungen haben gezeigt, dass sich die Invasionsfähigkeit einer 
Nierenkarzinomzelllinie (786-O) durch erhöhtes Shedding von Tim-1 um ein vielfaches 








Zu löslichem Tim-4 gibt es bislang keine Studien. Untersuchungen mit einem Tim-4-Fc 
Fusionsprotein deuten darauf hin, dass auch lösliches Tim-4 eine biologische Aktivität haben 
könnte. Interessanterweise ist die Oberflächenexpression von Tim-4 auf peritonealen 
Makrophagen nach einer Behandlung der Mäuse mit Thioglycolat dramatisch reduziert (von 
70% auf 10%) [76]. Bei diesen Makrophagen wurde eine vermehrte Hochregulation der 
MFG-E8 (Milk Fat Globule-EGF factor 8) Expression festgestellt, welches durch Opsonierung 
apoptotischer Zellen ihre Phagozytose vermittelt [76, 89]. Diese drastische Reduktion von 
Tim-4 könnte ein Indiz für die proteolytische Spaltung von Tim-4 infolge einer Immunantwort 
auf Thioglycolat sein. 
 
1.7 Proteolytische Prozessierung von membranständigen Proteinen 
(Ectodomain Shedding) 
 
Membranständige Oberflächenproteine können an der Juxtamembranregion durch 
Proteasen gespalten und dadurch freigesetzt werden. Neben den posttranskriptionalen 
Modifikationen von Proteinen wie beispielsweise Phosphorylierung und Glykosylierung spielt 
die proteolytische Spaltung eine wichtige physiologische Rolle und trägt beträchtlich zur 
Diversität der Proteinfunktionen bei. Proteolytische Prozessierung ist ein irreversibler 
Prozess, bei welchem Proteasen (auch Sheddasen genannt) die extrazelluläre Region 
(Ektodomäne) membranständiger Proteine abspalten. Dabei entstehen lösliche Proteine, die 
in den extrazellulären Raum freigesetzt werden und zusätzliche Funktionen übernehmen 
können (Abb.1.7.1). Dieser Prozess wird als Ectodomain Shedding bezeichnet [90, 91] und ist 
ein wichtiger Mechanismus bei der Regulierung von zellulären Prozessen durch die 
Modifizierung von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Adhäsionsmolekülen und Rezeptoren. 
Zahlreiche Zytokine, wie zum Beispiel TNF-α [92] sowie Wachstumsfaktoren, wie TGF-α 
(Transforming Growth Factor α) [93] werden zunächst als ein membranständiges 
Vorläuferprotein generiert und erst nach der proteolytischen Spaltung freigesetzt. 
Adhäsionsmoleküle, wie zum Beispiel L-Selektin [94] und ICAM-1 (Intercellular Adhesion 
Molecule 1) [95] werden ebenfalls durch Shedding prozessiert, wodurch die Zellinteraktionen 
reguliert werden können. Des Weiteren kann durch die proteolytische Spaltung ein Protein 
inaktiviert werden. Nicht mehr benötigte Rezeptoren können schnell und effizient von der 







drastisch reduziert werden kann [90]. Shedding kann aber auch zur Aktivierung eines 
Proteins beitragen, wie im Falle des IL-6R (Interleukin-6 Receptor). Der lösliche IL-6-Rezeptor 
ist weiterhin fähig, seinen Liganden IL-6 zu binden und kann so andere Zellen aktivieren, die 
keinen IL-6R exprimieren [96, 97].  
 
Die proteolytische Ektodomänenspaltung von membranständigen Proteinen wird in der 
Regel durch Metalloproteasen vermittelt. Metalloproteasen sind proteolytische Enzyme, 
welche die Hydrolyse einer Peptidkette katalysieren. Die Metalloproteasen enthalten in 
ihrem aktiven Zentrum ein Metallion, meistens Zink2+ [98], und werden auch als Zink-
abhängige Metalloproteasen bezeichnet. Die am besten charakterisierten Metalloproteasen 
sind ADAM (A Desintegrin and Metalloproteinases) und Matrix-Metalloproteasen (MMPs), 
welche neben den Astacinen und Serralysinen zu der Familie der Metzinkine gehören und in 
die Untergruppe Adamlysine eingeteilt sind [99].  
 
ADAM-Proteasen sind Typ I Transmembranproteine und bestehen aus einer Prodomäne, 
Metalloproteinasedomäne (auch katalytische Domäne genannt), einer Disintegrindomäne, 
einer cysteinreichen Domäne, einer membranproximalen Domäne (MPD), einer 
Transmembranregion und einer zytoplasmatische Domäne (Abb. 1.7.1) [100, 101]. Beim 
Menschen wurden 22 und im murinen Genom 37 Gene, die für ADAM-Proteasen kodieren, 
gefunden. Nur etwa die Hälfte der menschlichen ADAM-Proteasen enthalten eine 
konservierte Sequenz (HEXXHXXGXXH) in der katalytischen Domäne, welche für die 
proteolytische Aktivität der Proteasen verantwortlich ist [99]. Die ADAM-Proteasen werden 
als inaktive Pro-Form generiert. Dabei sorgt die Prodomäne für den inaktiven Zustand, sowie 
für eine ordnungsgemäße Faltung des Proteins [102, 103]. Während des Transits durch den 
Golgi-Apparat erfolgt eine Aktivierung der Protease, indem die Prodomäne durch Furin-
Proteasen abgespalten wird [101, 104, 105]. Die isolierte Prodomäne kann als ein sehr 
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Abb. 1.7.1 ADAM-vermitteltes Ectodomain Shedding eines transmembranen Proteins resultierend 
in der Freisetzung einer löslichen Variante 
Aktive ADAM-Proteasen bestehen, nach der Abspaltung ihrer Prodomäne, aus der katalytischen 
Domäne, Disintegrindomäne, Cysteinreichen Domäne, membranproximalen Domäne, einer 
Transmembranregion und der zytoplasmatischen Domäne. Nach einer Aktivierung spaltet die 
Protease ihr Substrat an der Juxtamembranregion. Es entsteht anschließend lösliches Protein, 
welches in den extrazellulären Raum freigesetzt wird (nach Blobel 2005 [90]).  
 
Die Aktivierung der Metalloproteasen kann experimentell durch Phorbolester (PMA) oder 
Veränderungen der intrazellulären Kalziumkonzentration durch den Einsatz des 
Kalziumionophors Ionomycin induziert werden [91, 107, 108]. Substrat- und zelltypspezifisch 
können auch andere physiologische Stimuli, wie IFN-γ, TNF-α und LPS (Lipopolysaccharid) die 
Aktivität der proteolytischen Spaltung erhöhen [109-111]. Neben natürlich vorkommenden 
Inhibitoren, wie TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) [112, 113] kann die 
proteolytische Aktivität der ADAM-Proteasen durch synthetische Hydroxamat-basierte 
Verbindungen gehemmt werden [114]. Es wurden zwei selektive Hydroxamat-basierte 
Inhibitoren hergestellt. GI254023X (GI) ist ein spezifischer ADAM10 Inhibitor während 













ADAM10 wurde erstmals aus Rinderhirn, als eine Protease welche das MBP (Myelin Basic 
Protein) spaltet, isoliert [116]. Später wurde herausgefunden, dass die beobachtete Spaltung 
von MBP ein Artefakt gewesen ist [117]. Die prominentesten Substrate von ADAM10 sind 
APP (Amyloid Precursor Protein) [118-120], Notch und dessen Ligand Delta [121, 122]. 
Zahlreiche ADAM10 Substrate sind mittlerweile bekannt, dazu gehören unter anderem 
Pro-EGF [123], Fas-Ligand [124], E-Cadherin [125] und Collagen Typ XVII [126]. Einige 
ADAM10-Substrate spielen eine wichtige Rolle in Autoimmunreaktionen und Inflammation. 
Ein Beispiel hierfür ist CD23 (Immunglobulin E, IgE Rezeptor), welches auf B-Zellen exprimiert 
wird und IgE-vermittelte Hypersensitivitätsreaktionen Typ I vermittelt [127-129]. Weitere 
bekannte Substrate von ADAM10 sind membranständige Chemokine, welche die 
Entzündungsreaktionen regulieren, wie zum Beispiel Fraktaline (CX3CL1) [115]. 
 
Wie essentiell die ADAM10-Protease für einen Organismus ist, zeigte sich bei den ADAM10-
defizienten Mäusen, welche am Tag 9,5 der Embryonalentwicklung in Folge von Defekten im 
Notch-Signalweg sterben. Dabei wurden viele Entwicklungsdefekte im zentralen Nerven- und 
kardiovaskulärem System festgestellt [130]. Eine Hochregulation der ADAM10-Expression 
führt zur Freisetzung von zahlreichen wachstumsfördernden Faktoren und Zytokinen und 
spielt dadurch eine große Rolle in pathophysiologischen Prozessen wie Entzündung und 
Krebs [131-133]. 
 
Die proteolytische Aktivität von ADAM10 kann durch Veränderungen der intrazellulären 
Kalziumkonzentration nach einer Stimulation mit dem Kalzium-Ionophor Ionomycin [134, 
135], durch Cholesterol-Depletion [136] oder durch Stimulation des P2X7 Rezeptors mittels 
ATP (Adenosintriphosphat) [137, 138] stimuliert werden. Natürlich vorkommende 













Die Protease ADAM17 wurde zunächst als TACE (Tumor Necrosis Factor-α Converting 
Enzyme) entdeckt, welche das membranständige Vorläuferprotein von TNF-α in eine lösliche 
Form überführt [92]. Lösliches TNF-α spielt eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von 
Immunzellen im Falle einer Infektion. Übermäßige Freisetzung von TNF-α kann zu 
entzündlichen Überreaktion führen, wie zum Beispiel bei der Sepsis [139]. Weitere Substrate 
von ADAM17 sind Adhäsionsmoleküle, wie das L-Selektin [93, 140], welches für das Rollen 
von Leukozyten am Endothel bei der Infiltration eines Gewebes verantwortlich ist. Das 
Shedding von L-Selektin kann die Infiltration und Leukozytenrekrutierung beeinflussen [141]. 
Es sind mittlerweile mehr als 75 ADAM17-Substrate bekannt, darunter sind 
Wachstumsfaktoren wie Vorläuferproteine von HB-EGF (Heparin-Binding EGF-like growth 
factor) [123], TGF-α [93], und Amphiregulin [123], Rezeptoren wie TNF Rezeptor I und II [93] 
und der IL-6 Rezeptor [142, 143] sowie weitere Substrate [144]. 
ADAM17 ist essentiell für die embryonale Entwicklung. Eine Deletion des ADAM17 Gens in 
Mäusen führt zur embryonalen Letalität am Tag E17.5 [93]. Untersuchungen an 
konditionellen knock-out-Mäusen [139] und hypomorphen ADAM17ex/ex [145] Mäusen, in 
denen in allen Zellen nur etwa 5% der normalen ADAM17 Expression zu finden ist, zeigten, 
dass ADAM17 eine wichtige Rolle bei Immunantworten und Regenerationsprozessen [144, 
145] sowie bei Tumorentwicklung und Metastasierung spielt [146, 147].  
Die ADAM-17 Aktivierung kann unter anderem mit nicht-physiologischen Stimuli wie PMA, 
Ionomycin oder mit physiologischen Stimuli wie Zytokinen, Lipopolysaccharid (LPS) und 
Apoptose aktiviert werden [109, 110, 142]. Die genauen Mechanismen der ADAM-
Aktivierung sind bis jetzt nicht eindeutig aufgeklärt. Es wurde gezeigt, dass die Proteinkinase 
C (PKC) an der Aktivierung von ADAM17 durch PMA beteiligt ist [110, 148]. Weitere Studien 
haben gezeigt, dass MAPK wie p38 und ERK, ADAM17 phosphorylieren und dadurch ihre 
proteolytische Aktivität stimulieren [149-151]. Kürzlich wurde berichtet, dass bei der 
Inaktivierung von ADAM17 die Protein-Disulfidisomerasen (PDIs) involviert sind. Es wurde 
gezeigt, dass PDI mit ADAM17 assoziiert und deren Aktivität reduziert. Die Interaktion von 
PDI mit ADAM17 führt zu einer Konformationsänderung von ADAM17 von der aktiven Form 
(offene) in eine inaktive (geschlossene) Form [152, 153]. Ein Natürlicher vorkommender 







1.8 Ziel dieser Arbeit 
 
Lösliches Tim-1 dient als ein effektiver Biomarker bei akuten Nierenerkrankungen sowie bei 
Nierenzellkrebs. Es wurde bereits gezeigt, dass die Freisetzung des löslichen Tim-1 durch 
Ectodomain Shedding erfolgt. Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, welche 
Metalloprotease die Generierung des löslichen Tim-1-Proteins vermittelt. Des Weiteren soll 
analysiert werden, ob Tim-4 ebenfalls einer proteolytischen Spaltung unterliegt und welche 
Proteasen diesen Prozess katalysieren. Im Rahmen dieser Untersuchungen sollen 
monoklonale Tim-4 Antikörper generiert werden. Auf Basis vorheriger Studien, in welchen 
Tim-1 Shedding mit Hilfe von PMA und Pervanadat induziert wurde, wurden insbesondere 
die Proteasen ADAM10 und ADAM17 als mögliche Tim-1-Proteasen untersucht. Um die 
physiologische Relevanz des Sheddings von Tim-1 und Tim-4 festzustellen, sollte die 
proteolytische Spaltung von endogen exprimierten Tim-1 und Tim-4 untersucht werden. 
Darüber hinaus soll überprüft werden, ob die löslichen Tim-Proteine ihre Fähigkeit 
beibehalten an Phosphatidylserin zu binden. 
 
Die Folgen der Freisetzung von löslichen Tim-Proteinen sind noch weitgehend unbekannt. Es 
wurde gezeigt, dass lösliches Tim-1 bei Nierenzellkrebs bei der Metastasierung und dem 
Invasionsverhalten der Zellen eine Rolle spielt. Hierfür soll untersucht werden, inwieweit die 















Agarosegeldokumentationsanlage (Gel Doc 2000)    Bio-Rad, München 
Chromatographieanlagen:    
ÄKTA explorer 100      GE Healthcare, München 
ÄKTA FPLC        GE Healthcare, München 
Detektionsgerät FluorChem® Q (Western Blot)  AlphaInnotech, Kasendorf 
Durchflusszytometrie BD FACS Canto    BD Biosciences, Heidelberg 
Elektrophoresekammer (Agarosegele)   Bio-Rad, München 
Inkubator (Zellkultur)      NuaireTM, Plymouth, USA  
Inkubator (Bakterien) WTB     Binder GmbH, Tuttlingen 
Inkubator-Schüttler (Bakterien) Certomat® R+H    B.Braun Biotech., Melsungen 
Inkubator-Schüttler (Bakterien) Innova 4000  New Brunswick Sci., Nürtingen 
MACS-Separator (Midi)     Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach 
Mikrotiterplattenleser (96-Well)    Rainbow, Tecan, Crailsheim 
Nass-Blot-Apparatur (Wet Blot)    BioRad, München 
Peristaltikpumpe LKB-Pump P-1     Pharmacia, Uppsala, Schweden 
PCR-Cycler peq Star      PeqLab Biotech., Erlangen 
pH-Meter       Krick, Langenselbol 
Photometer NanoDrop ND-1000     Peqlab Biotech., Erlangen 
Semy-Dry Blot-Apparatur     BioRad, München 
SDS-PAGE Kammer Mini Protean    BioRad, München 
Spannungsquelle Powerpack 200/300   BioRad, München 
Sterilbank Class II Type A/B3     NuaireTM, Plymouth, USA  
Superdex75 16/60 Säule      GE Healthcare, München 
Thermoblock Thermomixer 5436    Eppendorf, Hamburg 
Thermoblock Thermomixer compact   Eppendorf, Hamburg 
UV-Tisch TFP-10 M       Biometra, Göttingen 
Ultrapure Wasser System Milli-Q Plus   Merck Millipore, Schwalbach 
Fluoreszenzmikroskop CKX41    Olympus, Hamburg 
Fluoreszenzmikroskop IX81     Olympus, Hamburg 
Phasenkontrastmikroskop Telaval 31   Carl Zeiss, Oberkochen 
Zellzähler Cellometer Auto T4    PeqLab Biotech., Erlangen 
Cellometer Cell counting Chambers CD100   PeqLab Biotech., Erlangen 
Tischkühlzentrifuge 5415 C     Eppendorf, Hamburg 
Tischkühlzentrifuge 5417 R     Eppendorf, Hamburg 
Laborfuge 400e      Heraeus, Hanau 
Kühlzentrifuge Jouan CR3     Thermo Scientific, Bonn 
Ultrafiltrationsrührzelle (350 ml Volumen)    Millipore, Eschborn 
Ultrafiltration Cellulose Membran    Millipore, Eschborn 
Ultrazentrifuge Sorvall RC 5B Plus (Rotor GSA 3)  Thermo Scientific, Bonn 











Zellkultur-Material      Sarstedt, Nümbrecht 
Zellkultur Multiwell Platten    Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Kunststoffverbrauchsmaterial    Sarstedt, Nümbrecht 
Sterilfilter       Roth, Karlsruhe 
PVDF-Membran     GE Healthcare, München 
Whatmanpapier CHR (3 mm)    GE Healthcare, München 
Zentrifugenröhrchen COREX     DuPont Instruments, Wilmington, USA 
Konzentratoren Vivaspin 20    Sartorius, Göttingen 
2.3 Chemikalien 
 
Agar-Agar, hochreine Qualität    Roth, Karlsruhe 
Agarose, Ultra-Qualität     Biozym, Oldendorf 
Ampicillin (f. c. 100 μg/ml)    Roth, Karlsruhe 
Ammoniumpersulfat (APS)    Roth, Karlsruhe 
Borsäure      Roth, Karlsruhe 
BSA        Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Bromphenolblau      Canalco, Bethesda, MD, USA 
BzATP       Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Calciumchlorid p.a.      Merck, Darmstadt 
Casein       Roth, Karlsruhe 
Coomassie Brilliant Blau R-250   Roth, Karlsruhe 
Desoxycholsäure      Roth, Karlsruhe 
DMSO       Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Dithiothreitol (DTT)     Sigma Aldrich, Deisenhofen 
EDTA        Roth, Karlsruhe 
Essigsäure      Roth, Karlsruhe 
Ethanol, 99,8%      Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromidlösung,     Roth, Karlsruhe 
Fötales Kälberserum (FKS)     Biochrom, Berlin 
Glycin       Roth, Karlsruhe 
Glycerin      Roth, Karlsruhe 
Gluthation (red. und ox.)    Roth, Karlsruhe 
Hefeextrakt, pulv., f.d.    Bakteriologie Roth, Karlsruhe 
HEPES        Roth, Karlsruhe 
HCl        Roth, Karlsruhe 
Isopropanol       Roth, Karlsruhe 
Ionomycin       Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Kaliumchlorid       Roth, Karlsruhe 
Kanamycin       Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Kristallviolett       Sigma Aldrich, Deisenhofen 
L-Arginin      Roth, Karlsruhe 
2-Mercaptoethanol      Roth, Karlsruhe 
MES, 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure  Roth, Karlsruhe 
Methanol       Roth, Karlsruhe 







Natriumazid       Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Natriumchlorid      Roth, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat (SDS)    Roth, Karlsruhe 
Natriumhydrogenphosphat     Roth, Karlsruhe 
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat   Roth, Karlsruhe 
Natriumpyruvat, 100 x    Life Technologies, Darmstadt 
Neomycin-Analogon G418    PAA-Laboratories, Cölbe 
p-NNP (p-Nitrophenylphosphate)   Sigma Aldrich, Deisenhofen 
NP-40        Calbiochem, Darmstadt 
Paraformaldehyd     Roth, Karlsruhe 
Penicillin/Streptomycin, 100 x    PAA-Laboratories, Cölbe 
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)   Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Phosphatidylserin-Lösung     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Phosphatidylcholin     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Protease-inhibitor COMPLETE Tabletten  Roche, Mannheim 
Rotiphorese Gel 30     Roth, Karlsruhe     
Temed, 99% für SDS-PAGE     Roth, Karlsruhe 
Tris        Roth, Karlsruhe 
Triton X-100       Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Trypanblau, 0,4%      Invitrogen, Carlsbad, USA 
Trypsin/EDTA       PAA-Laboratories, Cölbe 
Trypton/Pepton aus Casein    Roth, Karlsruhe 
Tween-20       Sigma Aldrich, Deisenhofen 
 
2.4 Medien und Lösungen 
 
Agarosegele       0,5-1 g Agarose  
(1%-2%-ig)      50 ml 0,5 x TBE-Puffer 
       0,001% Ethidiumbromid 
Antikörper-Reinigung: 
Bindungspuffer    20 mM Na2HPO4  
8,5 mM NaH2PO4 (pH 7,0) 
 
Elutionspuffer     0,5 M Glycin (pH 3,0) 
 
Neutralisationspuffer     1 M Tris-HCl (pH 9,0) 
 
AP-Reaktionspuffer     0,1 M Glycine 
(AP: Alkalische Phosphatase)    1 mM MgCl2  
1 mM ZnCl2  
1 mg/ml pNNP  
 
Blockingpuffer      5% Magermilchpulver in TBS  
 
Coomassie-Färbelösung    40% Methanol 
10% Essigsäure 








Coomassie Entfärberlösung     40% Methanol 
10% Essigsäure  
 
Denaturierungspuffer     25 mM MES (pH 6,5) 
       8 M Urea 
10 mM EDTA 
1 mM DTT 
 
DNA-Probenpuffer (6 x)    10 mM Tris-HCl (pH 7,6) 
       60% Glycerol 
60 mM EDTA 
0,03% Bromophenolblau 
 
FACS-Puffer        0,5% BSA in 1xPBS 
 
Kristallviolett-Färbelösung    0,5% Kristallviolett 
(Invasionsassay)     25% Methanol 
       a.d. H20 zu 100 ml 
 






LB-Medium       10% Trypton/Pepton aus Casein  
   5% Hefeextrakt 
10% NaCl (pH 7,0) 
 
LBAmp-Medium     LB-Medium 
100 ng/ml Ampicillin 
 
MACS-Puffer       1% BSA in 1 x PBS 
       2 mM EDTA 
     
PBS (1 x)      1,4 M NaCl  
27 mM KCl 
18 mM KH2PO4 
100 mM Na2HPO4 (pH 7,4) 
 
PBS-T       1 x PBS 
0,05% Tween-20 
 
Renaturierungspuffer     0,1 M Tris-HCl (pH 8,5) 
       400 mM L-arginin 
2 mM EDTA 
4 mM red. Gluthation 










RIPA-Lysispuffer      50 mM HEPES (pH 7,5)  
(50 ml RIPA-Lysispuffer    150 mM NaCl 
versetzt mit einer COMPLETE    1 mM EDTA 
Proteaseinhibitor Tablette)    1% NP-40 
0,5% Desoxycholsäure  
0,1% SDS 
 
SDS-PAGE Laufpuffer     25 mM Tris  
192 mM Glycin  
0,1% (w/v) SDS 
 
SOC-Medium       20 mM Glucose 
10% Trypton 
5% Hefextrakt  
10% NaCl  
10 mM MgCl2 
10 mM MgSO4 (pH 7,5) 
 
TBE-Puffer (5 x)      0,11 M Tris 
(Agarose- Gelelektrophorese)   90 mM Borsäure 
2,5mM EDTA (pH 8,3) 
 
TBS        50 mM Tris  
1,5 M NaCl,  
        (pH 7,4 mit HCl) 
 
TBS-T       TBS 
0,05% Tween 20 
 
Transferpuffer     25 mM Tris 
(Western Blot)     192 mM Glycin 
        20% Methanol 
 
 
Tabelle 2.1 Pufferzusammensetzung für Polyacrylamidgele (Western Blot) 
 
Sammelgel Trenngele 
4% 10% 12,5% 
30% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5 : 1) 666 µl 5000 µl 6250 µl 
1 M Tris-HCl pH 8,8 - 5625 µl 5625 µl 
1 M Tris-HCl pH 6,8 625 µl - - 
H2O 3629 µl 4093 µl 2843 µl 
10% SDS 50 µl 150 µl 150 µl 
10% APS 25 µl 120 µl 120 µl 







2.5 Medien und Lösungen für Zellkultur 
 
BD Matrigel (# 356230)    BD Bioscience, Heidelberg 
Basement Membrane Matrix GFR     
(Growth Factor Reduced)  
 
DAPI-Mounting-Medium (# 10422)   Dianova, Hamburg 
 
DMEM mit Glukose (4,5 g/l),    PAA Laboratories, Cölbe 
L-Glutamin und Natriumpyruvat  
 
DMEM+/-        DMEM mit 10% FKS 
 
Einfriermedium     DMEM+/-/RPMI+/-  
       20% FKS und 10% DMSO 
 
Histopaque-1077 (PBMCs Isolierung)  Sigma Aldrich, Deisenhofen 
 
Hybridoma-SFM Medium serumfrei   Life Technologies, Darmstadt 
 
Hybridomazellmedium    Hybridoma-SFM Medium   
für die Antikörper-Produktion   50 nM β-Mercaptoethanol  
1 mM Natriumpyruvat 
 
Hybridomzellen-Selektionsmedium   RPMI 1640 hybridoma express+ 
10% FKS 
50 nM β-Mercaptoethanol  
1 mM Natriumpyruvat 
1x HAT Media Supplement 
1% Penicillin/Streptomycin 
 
Makrophagen-Medium    RPMI+/- 
       Natriumpyruvat (1 x) 
       Non-essential AS (1 x) 
       50 nM β-Mercaptoethanol 
1% Penicillin/Streptomycin 
       L-Glutamin (1 x) 
 
RPMI 1640 mit L-Glutamin    PAA Laboratories, Cölbe 
 
RPMI 1640 mit stabilem Glutamin   Biochrom AG, Berlin 
und NaHCO3 (2 g/l) 
 
RPMI+/-      RPMI 1460 mit 10% FKS 
 
Transfektionsreagenz TurboFect   Thermo Scientific, Bonn 
 









Antikörper-Biotinylierung     Thermo Scientific, Bonn 
EZ-Link Sulfo-NHS-Biotinylation Kit (# 21425)   
 
ECL-Lösungen (enhanced chemiluminescence)  Thermo Scienctific, Bonn 
Meerrettichperoxidase (HRP)-Substrate  
für die Entwicklung der Western Blots 
SuperSignal West Pico Substrate (# 34077)   
SuperSignal West Femto Substrate (# 34095)    
 
Isolierung der CD14+ Zellen    Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach 
CD14-Microbeads (# 130-050-201)    
LS-Säulen (# 130-042-401) 
 
Isolierung von mRNA      Machery und Nagel, Düren 
NucleoSpin RNA II (# 740955.250) 
 
Gelextraktion von DNA-Fragmenten   Machery und Nagel, Düren 
NucleoSpin Extract II (# 740609.250) 
 
Midi-Prep (Plasmidisolation)    Machery und Nagel, Düren 
NucleoBond Xtra Midi (# 740410.100) 
 
Mini-Prep (Plasmidisolation)     Thermo Scientific, Bonn 
GeneJET Plasmid Miniprep (# K0503) 
 
BM Blue POD Substrate,     Roche, Mannheim 
Meerrettichperoxidase Substrate für ELISA 
 
Tim-4 ELISA Kit (# ABIN423458)   Antikörper-Online, Aachen 
 




pcDNA3.1(+)       Invitrogen, Kalifornien, USA 
Expressionsvektor für Säugetierzellen  
 
pUC57-Tim-4   synthetisiert bei GENEART, München
 Klonierungsvektor 
 
pCRscript-AP-TGFα      Stratagene, Waldbronn 











Die für diese Arbeit benötigten Primer wurden von Metabion (München) bezogen. 
 




ON-TARGETplus Human ADAM17 (6868)   siRNA gerichtet gegen ADAM17 
siRNA SMARTpool (# L-003453-00-0005)  Thermo Scientific, Bonn 
 
ON-TARGETplus Human ADAM10 (102)   siRNA gerichtet gegen ADAM10 
siRNA SMARTpool (# L-004503-00-0005)  Thermo Scientific, Bonn 
 
ON-TARGETplus Non-targeting Pool    Kontroll-siRNA 




GeneRuler 1 kb DNA Ladder (250 bp – 10 kbp) Thermo Scientific, Bonn 
Größenbestimmung von DNA-Fragmenten     
 
Prestained Molecular Weight Marker  Thermo Scientific, Bonn 
Größenbestimmung von Proteinen (25 – 120 kDa) 
Name Sequenz 
h1-full-CDS-EcoRI-for 5´- GATCCTTAAGATGCATCCTCAAGTGGTCATC - 3´ 
h1-full-CDS-AflII-for 5´- GACTCTTAAGTCTGTAAAGGTTGGTGGAGAGG - 3´ 
h1-full-CDS-NotI-rev 5´- GATCGCGGCCGCTTAGTCCGTGGCATAAAGAC - 3´ 
Tim-1-Δ1for  5´- AACAATCAAACTCAACTGACGGCCAATACCACTAAAGGAATC - 3´ 
Tim-1-Δ1rev 5´- GGTATTGGCCGTCAGTTGAGTTTGATTGTTATTCCAAAGGCC - 3´ 
Tim-4-AflII-for 5´- GACTCTTAAGGAGACTGTTGTGACGGAGGTTTTG - 3´ 
Tim-4-NotI-rev 5´- GACTGCGGCCGCTTAGAGGGTAAAAAGGCCGTCTTC - 3´ 
AP-Tim-4-Δ1 5´- CAGATGGAGCCCATCTCCCAACTACTG - 3´ 
AP-Tim-4-Δ1rev 5´- GAGATGGGCTCCATCTGTCCTGTTTTTG -3´ 
AP-Tim-4-Δ2for 5´- CCTGAGCATGGAATACCCATGTCAATGAAG - 3´ 
AP-Tim-4-Δ2rev 5´- GGGTATTCCATGCTCAGGAACTGCTGTATC - 3´ 
AP-Tim-4-Δ3for 5´- CCTGGAGCATCTAAAACAGGACAGATGGATGG - 3´ 
AP-Tim-4-Δ3rev 5´- CTGTCCTGTTTTAGATGCTCCAGGCTGAGGAG - 3´ 
AP-Tim-1 for 5´- GACTCTTAAGTCTGTAAAGGTTGGTGGAGAGG - 3´ 
AP-Tim-1-ΔICD rev 5´- GATCGCGGCCGCAATGATGACACCCAAAAGAGC - 3´ 
AP-Tim-4 for 5´- GACTCTTAAGGAGACTGTTGTGACGGAGGTTTTG - 3 
AP-Tim-4-ΔICD rev 5´- GATCGCGGCCGCTCTCAGGAGAAACGCCACAAAC - 3´ 
IgV-Tim-4-NdeI-for 5´- GCTCCATATGTCAGAGACTGTTGTGACGGAGG - 3´ 







2.9 Antikörper, Enzyme und Proteine 
 
Tabelle 2.3 Antikörper 
 
Antikörper/Konjugate Klonalität/Wirt Nummer Firma 
Tim-1 , IgG1 Monoklonal/Maus #sc-80359 
Santa Cruz Biotech., 
Heidelberg 
Tim-1-PE, IgG1 Monoklonal/Maus #353904 Biolegend, London, UK 
Tim-4-PE, IgG1 Monoklonal/Maus #354004 Biolegend, London, UK 
ADAM10-PE, IgG1 Monoklonal/Maus #352704 Biolegend, London, UK 
ADAM17-FITC, IgG1  Monoklonal/Maus #FAB9301F R&D, Abingdon, England 
β-Aktin, IgG1 Monoklonal/Maus 
# sc-4778 
(C4) 
Santa Cruz Biotech., 
Heidelberg 
Tim-1, biotinyliert Polyklonal/Ziege # BAF1750 R&D, Abingdon, England 
Tim-4 (T27-2, IgG2a & T27-3) Monoklonal/Maus - aus eigener Herstellung 
Isotypkontrollen    
IgG1-PE Monoklonal/Maus #400111 Biolegend, London, UK 
IgG1-FITC Monoklonal/Maus #IC002F R&D, Abingdon, England 
gereinigtes IgG2a Monoklonal/Maus #401501 Biolegend, London, UK 
Sekundäre Antikörper    
anti-Maus-APC Polyklonal/Ziege #115-136-146 Dianova, Hamburg 
anti-Maus-POD konjugiert 
mit Meerrettichperoxidase 
Polyklonal/Ziege  #31432 Thermo Scientific, Bonn 
anti-Maus-DyLight-649 Polyklonal/Ziege  # 35515 Thermo Scientific, Bonn 
 
Enzyme 
Alle verwendeten Enzyme (Restriktionsendonukleasen, Polymerasen, Ligase und Reverse 
Transkriptase) wurden bei Thermo Scientific (Bonn) erworben. 
Proteine 
Humanes rekombinantes M-CSF   eBioscience, Frankfurt  
(Differenzierung der  
Monozyten zu Makrophagen) 
 
WGA-FITC      Vector Laboratories, 










ADAM10 Pro-Domäne  
(proA10) 






  ADAM10 Inhibitor [114] 






propyl hexanoic acid [(1S)-5-benzyloxycarba-
moylamino-1-(1,3-thiazol-2-ylcarbamoyl)-1-
pentyl]amide 
  ADAM10 und ADAM17         






  Breitbandmetalloprotease 







  MMP-3 Inhibitor, 
  Sigma Aldrichs,    
  Diesenhofen [154] 
 
2.11  Bakterienstämme, Zelllinien und Mausstämme 
 
Bakterien 
E. coli XL1-Blue (Klonierung)   Stratagene, Waldbronn 
E.coli BL21 (Proteinexpression)  Stratagene, Waldbronn 
 
Zelllinien 
HEK293 (# CRL-1573)    LGC Standards, Wesel  
Humane embryonale Nierenzelllinie 
 
769-P (# CRL-1933)    LGC Standards, Wesel 
Humane Nierenkarzinomzelllinie  
 
MEF   Immortalisierte murine embryonale 
Fibroblastenzelllinien [137] 
 
MEF WT     Wildtyp MEFs 
MEF ADAM10-/-     MEFs defizient für die Metalloprotease ADAM10 
MEF ADAM17-/-     MEFs defizient für die Metalloprotease ADAM17 
MEF ADAM10-/- , ADAM17-/-   MEFs defizient für die Metalloproteasen 
ADAM10 und ADAM17 
Mausstamm 
 








3.1 Molekularbiologische Methoden 
3.1.1 Synthese der cDNA  
 
Für die Herstellung von cDNA wurde zunächst mRNA aus 769-P Zellen isoliert. Dafür wurden 
die Zellen einer konfluenten 10 cm Zellkulturschale mit Hilfe eines Zellschabers abgelöst und 
10 min bei 1.000 rpm pelletiert. Die Isolation der mRNA erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin 
RNA II Kits entsprechend den Herstellerangaben (Machery & Nagel, Düren). Die Bestimmung 
der RNA-Konzentration erfolgte spektrometrisch mit Hilfe des NanoDrop ND-1000 
Photometers (Peqlab Biotech., Erlangen).  
 
Für die cDNA-Synthese wurde folgender Ansatz angesetzt: 
10 µl mRNA (100 ng - 2 µg)  
1 µl OligodT Primer (100 pmol) 
2 µl H2O    
5 min bei 65°C inkubiert 
 
+ 4 µl RT-Puffer (5 x) 
+ 2 µl dNTPs (10 mmol) 
+ 1 µl RevertAid Reverse Transkriptase (200 U) 
1 h bei 42°C inkubiert 
 
Anschließend wurde die cDNA für 10 min bei 70°C zur Inaktivierung der Reversen 












3.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
Die Amplifikation der zu klonierenden DNA-Fragmente wurde in einem 50 µl 
Reaktionsansatz im PCR-Cycler Peq Star (PeqLab Biotech., Erlangen) durchgeführt. Folgender 
Rektionsansatz wurde hergestellt: 
 
Template:      2-10 ng DNA (Plasmid/cDNA) 
Primer-Mix:     jeweils 10 pmol  
dNTPs:      jeweils 10 mM 
PCR Puffer (10x/5x):     5 µl /10 µl 
DreamTaq- bzw. Phusion-Polymerase:  1 U 
 
Folgende Programme wurden benutzt: 
 Phusion-Polymerase DreamTaq-Polymerase 
Zeit Temperatur Zeit Temperatur 
1. Initiale Denaturierung 30 s 98°C 5 min 95°C 
2. Denaturierung 10 s 98°C 30 s 95°C 
3. Anlagerung der Primer 20 s 55-70°C 30 s 55-70°C 
4. Elongation 1 min 72°C 1 min 72°C 
5. Terminale Elongation 10 min 72°C 10 min 72°C 
Die Temperatur für die Anlagerung von Primern wurde für jeden PCR-Ansatz mit Hilfe dieser 
Formel berechnet: [((Tm-For + Tm-Rev)/2) – 5°C] (Tm = Schmelztemperatur der Primer, 
Angabe des Herstellers der Primer, Metabion, München). Die Formel wurde entsprechend 
den Herstellerangaben für die DreamTaq-Polymerase (Thermo Scientific, Bonn) erstellt und 













3.1.3 SOE-PCR (Splicing by overlap extension PCR) 
 
Die Herstellung von Tim-1 und Tim-4 Mutanten erfolgte mittels SOE (Splicing by overlap 
extension)-PCR-Mutagenese. Mit Hilfe der SOE-PCR ist es möglich zwei DNA-Fragmente mit 
überlappenden Sequenzen zu einem längeren DNA-Fragment zu kombinieren. Die 
überlappende Sequenz enthält dabei die gewünschte Mutation. Zur Herstellung der 
Mutanten wurden jeweils vier Primer benötigt. Zwei Primer (1 und 2) flankierten das 
gesamte DNA-Fragment. Die weiteren zwei Primer (3 und 4) trugen die gewünschte 
Mutation sowie jeweils einen 5´-Überhang, komplementär zu dem zweiten DNA-Fragment. 
Im ersten Schritt wurden zwei getrennte PCR-Reaktionen mit den Primerpaaren 1 und 3 
sowie 2 und 4 durchgeführt.  
 
Die beiden DNA-Fragmente wurden anschließend gereinigt (siehe 3.1.5). Im zweiten Schritt 
der SOE-PCR wurden die erzeugten DNA-Fragmente zusammen mit dem flankierenden 
Primerpaar (1 und 2) eingesetzt. Nach dem ersten Denaturierungsschritt hybridisierten die 
überlappenden Sequenzen beider DNA-Fragmente miteinander und dienten als Template für 
das längere DNA-Fragment mit der gewünschten Mutation.  
 
3.1.4 Präparation von Vektor und Insert durch Restriktion 
 
Für die Restriktion wurde die DNA mit der entsprechenden Menge der 
Restriktionsendonukleasen in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer für 2-3 h bei 37°C 
inkubiert (Thermo Scientific, Bonn). Die restringierten Vektoren wurden mit Hilfe einer 
thermosensitiven Alkalischen Phosphatase (Fast-AP) entsprechend den Herstellerangaben 
(Thermo Scientific, Bonn) dephosphoryliert. Anschließend wurden die verdauten Fragmente 
in einem Agarosegel der Größe nach voneinander getrennt und mit Hilfe des NucleoSpin 










3.1.5 Agarose Gelelektrophorese 
 
Die elektrophoretische Größentrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 1-2%igen 
Agarosegelen in einem Agarose Gel Elektrophorese System (Bio-Rad, München). Die Proben 
wurden mit 6 x DNA-Probenpuffer versetzt und in die Taschen der Agarosegele pipettiert. 
Die Größentrennung der DNA-Fragmente erfolgte in 0,5 x TBE-Puffer (Laufpuffer) bei 100-
120 Volt. Anschließend wurden die Gele mit Hilfe eines Gel-Doc 2000 Systems unter UV-Licht 
dokumentiert. Die Isolierung der gewünschten DNA-Fragmente erfolgte entsprechend den 
Herstellerangaben mit dem NucleoSpin Extract II Kit. Die DNA-Konzentration wurde 
photometrisch mit Hilfe des NanoDrop ND-1000 Photometers (Peqlab Biotech., Erlangen) 
bestimmt.  
3.1.6 Ligation der DNA-Fragmente 
 
Bei der Ligation werden Vektor- und Insert-DNA kovalent miteinander verknüpft. Für die 
Ligation wurden 50-100 ng Plasmid-DNA, eine fünffache molare Menge der Insert-DNA und 
10 U T4-DNA-Ligase in 1 x T4-DNA-Ligasepuffer eingesetzt (Thermo Scientific, Bonn). Der 
Ligationsansatz wurde für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert und direkt für die 
Transformation von E.coli XL1-Blue Bakterien eingesetzt.  
 
3.1.7 Transformation der Bakterien 
 
Die thermokompetenten E.coli XL1-Blue Bakterien (Stratagene, Waldbronn) wurden durch 
einen Hitzeschock mit einem Plasmid transformiert. Dafür wurden 25 µl der 
Bakteriensuspension mit 50-100 ng des Plasmids vorsichtig gemischt und für 5 min auf Eis 
inkubiert. Nach dem Hitzeschock (1 min bei 42°C) wurden die Bakterien erneut für 5 min auf 
Eis inkubiert, anschließend wurde 200 µl SOC-Medium zugegeben und die 
Bakteriensuspension für 1 h bei 37°C und 900 rpm inkubiert. Nachfolgend wurde die 
Bakteriensuspension auf einer LB-Platte mit einem Drigalskispatel ausplattiert. Zur 
Verdünnung wurde mit dem gleichen Drigalskispatel eine zweite LB-Platte beschichtet. Die 
LB-Platten wurden in einem Brutschrank bei 37°C über Nacht inkubiert. Die Selektion der 







3.1.8 Isolierung von Plasmid-DNA aus transformierten E.coli Bakterien  
 
Analytischer Maßstab (ca. 50 μg Plasmid-DNA; „Mini-Präp“):  
Für die Isolierung von Plasmid-DNA wurden zunächst die transformierten Bakterienklone in 
einer Übernachtkultur wachsen gelassen. Dafür wurde 1,8 ml LB-Medium, versetzt mit dem 
entsprechenden Antibiotikum, mit einem Bakterienklon inokuliert und bei 37°C und 900 rpm 
über Nacht inkubiert. Die Präparation der Plasmid-DNA erfolgte über das GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit (Thermo Scientific, Bonn) laut Herstellerprotokoll. Die Plasmide wurden mit 
50 μl EB-Puffer eluiert. 
 
Präparativer Maßstab (300-800 μg Plasmid-DNS; „Midi-Präp“):  
Für die Gewinnung größerer Mengen an rekombinanter Plasmid-DNA wurde eine 
Midipräparation durchgeführt. Dafür wurden 100 ml LB-Medium (versetzt mit dem 
entsprechenden Antibiotikum) mit einer Vorkultur (1,8 ml LB-Medium inokuliert mit einem 
Bakterienklon, für 8 h bei 37°C und 900 rpm inkubiert) inokuliert und bei 37°C und 400 rpm 
über Nacht inkubiert. Anschließend wurde die Bakterienkultur durch Zentrifugation bei 
4000 rpm und 4°C für 15 min pelletiert. Die Plasmide wurden mit Hilfe des NucleoBond Xtra 
Midi Kits (Machery&Nagel, Düren) nach Herstellerangaben isoliert. Nach einer 
Ethanolfällung wurde die DNA in 150 µl dH2O aufgenommen. Die Konzentration der DNA 















3.2 Zellbiologische Methoden 
3.2.1 Subkultivierung von Zelllinien 
 
Die Zelllinien HEK293 (LGC Standards, Wesel) und murine embryonische Fibroblasten (MEFs), 
Wildtyp, ADAM10-/-, ADAM17-/- und ADAM10/ADAM17-/- [137] wurden im 
Zellkulturmedium DMEM (PAA Laboratories, Cölbe) mit 10% FKS kultiviert. Die humane 
Nierenkarzinom Zelllinie 769-P (LGC Standards, Wesel) wurde im Zellkulturmedium RPMI 
1640 (PAA Laboratories, Cölbe) mit 10% FKS kultiviert. Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte 
in sterilen 10 cm Zellkulturschalen bei 37°C im Brutschrank mit 5% CO2 Begasung. Die 
Zelllinien wurden alle drei bis vier Tage bei einer 90-100%igen Konfluenz passagiert. Dabei 
wurden die adhärenten Zellen durch Trypsin/EDTA (PAA Laboratories, Cölbe) abgelöst und 
auf neue Zellkulturschalen überführt.  
 
3.2.2 Kryokonservierung von Zellen 
 
Zum Einfrieren wurden die Zellen einer konfluenten 10 cm Zellkulturschale durch 
Trypsin/EDTA (PAA Laboratories, Cölbe) abgelöst, bei 1.200 rpm pelletiert und in 1 ml 
Einfriermedium aufgenommen. Die Kryokonservierung erfolgte in Einfrier-Röhrchen in 
Kryokonservierungsboxen (befühlt mit Isopropanol) durch ein kontrolliertes Abkühlen von 





Die adhärenten Zellen (HEK293 oder 769-P) wurden mit TurboFect entsprechend den 
Herstellerangaben transfiziert (Thermo Scientific, Bonn). Dabei wurden 5x105 Zellen pro Well 
24 h vor der Transfektion in 6-Well Platten ausgesät. Am nächsten Tag wurde das Medium 
erneuert und die Zellen mit 2 µg Plasmid und 3 µl TurboFect transfiziert. Bei einer Doppel-
Transfektion wurde von jedem Plasmid 1 µg eingesetzt. Für die Generierung von stabilen 
Zelllinien wurden die transfizierten Zellen in einem Selektionsmedium (DMEM, 10% FKS, 
0,8 µg/ml G418) für 14 Tage kultiviert. Die gewachsenen Klone wurden gepickt und in eine 
96-Well Platte überführt. Anschließend wurden die Klone vermehrt und auf die Expression 







3.2.4 Transfektion mit siRNA 
 
Die Transfektion der 769-P Zellen mit siRNA erfolgte mittels DarmaFECT 1 entsprechend den 
Herstellerangaben (Thermo Scientific, Bonn). Hierfür wurden 5 x 105 769-P Zellen in 6-Well 
Platten 24 h vor der Transfektion ausgesät. Unmittelbar vor der Transfektion wurde das 
Medium erneuert. Die Zellen wurden mit 50 nM siRNA (anti-ADAM10 oder anti-ADAM17) 
bzw. control siRNA und 9 µl DharmaFECT 1 pro Well entsprechend den Herstellerangaben 
transfiziert (Thermo Scientific, Bonn). Für die doppelte Transfektion wurde jeweils 25 nM der 
anti-ADAM10 und anti-ADAM17 siRNA und 9 µl DharmaFECT 1 pro Well eingesetzt. Nach 
24 h wurden die transfizierten Zellen von jedem 6-er Well durch 1 ml Trypsin/EDTA abgelöst, 
bei 1.200 rpm pelletiert und in 2 ml RPMI+/- Medium aufgenommen. Anschließend wurden 
die Zellen auf zwei Wells einer 12-Well Platte verteilt und für weitere 48 h kultiviert. Die 
Stimulation der transfizierten Zellen erfolgte in 600 µl Serum-freien Medium mit 5 µM 
Ionomycin (30 min) oder 100 nM PMA (60 min). Die Überstände wurden mittels Western 
Blot und die Expression der Proteasen auf der Zelloberfläche mittels Durchflusszytometrie 
untersucht. 
 
3.2.5 Experimente zur Induktion der proteolytischen Spaltung 
 
Die Stimulation der transfizierten HEK293 Zellen erfolgte 48 h posttransfektional und die 
769-P Zellen wurden 48 h vor der Stimulation ausgesät (5 x 105 Zellen/Well). Die Stimulation 
der Zellen erfolgte in 300 µl bei einer 12-Well Platte und in 600 µl bei einer 6-Well Platte im 
Serum-freien Medium (DMEM-/- bei HEK293 oder RPMI-/- bei 769-P Zellen). Die spezifischen 
Inhibitoren wurden 30 min vor der Stimulation zugesetzt. Folgende Inhibitoren wurden in 
diesen Experimenten eingesetzt: ADAM10 Inhibitor GI254023X (GI, 3 µM), ADAM10 und 
ADAM17 Inhibitor GW280264X (GW, 3 µM), MMP-3 Inhibitor (MI, 3 µM) und der ADAM10 
Inhibitor ADAM10-Prodomäne (proA10, 10-20 µM). Anschließend wurden die Zellen mit 
BzATP (500 µM) für 30 min, mit Ionomycin (2,5-5 µM) für 30 min oder mit PMA (100 nM) für 
60 min stimuliert. Danach wurden die Überstände in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und 
bei 13.000 rpm für 30 min zentrifugiert. Die Überstände der stabil transfizierten 







(Thermo Scientific, Bonn) von 250 µl auf 50 µl konzentriert und im Western Blot eingesetzt. 
Die Überstände von transient transfizierten HEK293 Zellen wurden ohne weiteres 
Konzentrieren im Western Blot (50 µl) eingesetzt. Für die Gewinnung der Proteinextrakte 
wurden die Zellen pelletiert und in 75 µl RIPA-Puffer lysiert. Die Proben wurden bis zur 
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
 
3.2.6 Isolierung humaner PBMCs aus peripherem Blut 
 
PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) sind mononukleäre Zellen des peripheren 
Blutes. Die Isolierung der PBMCs aus dem Blut erfolgte mittels 
Dichtegradientenzentrifugation mit Hilfe von Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymeren 
(Histopaque-1077) entsprechend den Herstellerangaben (Sigma Aldrich, Deisenhofen). Ein 
genehmigter Ethikantrag für die Blutabnahme von gesunden, freiwilligen Probanden lag vor 
(Nummer: AD 404/12). Zunächst wurden 10 ml periphervenöses Blut von einem gesunden 
freiwilligen Spender mit 25 ml PBS-EDTA-Puffer (1 x PBS, 2 mM EDTA) verdünnt. In einem 
50-ml Falcon wurden 15 ml Histopaque-1077 vorgelegt, mit 35 ml verdünntem Blut 
vorsichtig überschichtet und bei 400 x g für 30 min bei RT ohne Bremse zentrifugiert. Danach 
wurde die Plasmaphase abgenommen und die PBMCs wurden vorsichtig aus der Interphase 
mit einer Pasteurpipette in ein neues Falcon überführt. Anschließend wurden die PBMCs 
zweimal mit 50 ml PBS-EDTA-Puffer gewaschen (300 x g, 10 min, RT) und in einem Zellzähler 
Cellometer Auto T4 (Peqlab Biotech., Erlangen) gezählt. 
 
3.2.7 Isolierung humaner CD14+ Zellen  
 
Humane CD14+ Zellen wurden aus den PBMCs mittels der Magnetic activated cell sorting 
(MACS)-Methode isoliert. MACS erlaubt eine Anreicherung markierter Zellen über 
spezifische Antikörper. Die Antikörper sind an kleine Eisenoxidpartikel gekoppelt und bleiben 
in einem magnetischen Feld zusammen mit den gebundenen Zellen in einer Säule haften. 
Nachdem das Magnetfeld entfernt wird, ist es möglich, die Zellen von der Säule zu eluieren. 
Die Isolierung humaner CD14+ Zellen erfolgte mit Hilfe der CD14-Microbeads, LS-Columns 
sowie einem MidiMACS-Separator (Miltenyi Biotec., Bergisch-Gladbach). Zunächst wurden 







mit den CD14-Microbeads für 30 min bei 4°C inkubiert. Dabei wurden pro 1*107 Zellen 80 µl 
MACS-Puffer und 20 µl von CD14-Microbeads eingesetzt. Anschließend wurden die Zellen 
mit 5 ml MACS-Puffer versetzt und bei 300 x g für 10 min zentrifugiert. Die MACS-Separation 
erfolgte mittels eines Midi-MACS-Separators und einer LS-Säule. Die Säule wurde in den 
MACS-Separator eingespannt und mit 3 ml MACS-Puffer äquilibriert. Das Zellpellet wurde in 
500 µl MACS-Puffer aufgenommen und auf die Säule pipettiert. Nach dem Waschen der 
Säule mit 9 ml MACS-Puffer wurde die Säule von dem Magnetfeld entfernt und die Zellen 
wurden mit 5 ml MACS-Puffer eluiert. Die angereicherten CD14+ Zellen wurden für 10 min 
bei 300 x g pelletiert und in 10 ml Makrophagen-Medium aufgenommen. 
 
3.2.8 Generierung humaner Makrophagen aus den Monozyten 
 
Humane Makrophagen wurden mit Hilfe von M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor) 
aus den Monozyten generiert. Hierzu wurden ca. 9*106 CD14+ Zellen in einer 10 cm 





Mit Hilfe des Matrigel Invasionsassays ist es möglich, das invasive Verhalten von Zellen in 
vitro zu untersuchen. Dabei werden die zu untersuchenden Zellen in spezielle Matrigel-
Matrix-beschichtete Zellkultur-Kammern (Transwell Inserts) gegeben und auf ihre 
Invasionsfähigkeit hin untersucht. Die Transwell Inserts bestehen aus einem 12 mm großen 
Polystyrol-Zylinder, wobei das untere Ende mit einer Polykarbonatmembran (PET-Membran) 
versiegelt ist (Millicell, Schwalbach). Die PET-Membran hat 8 µm große Poren und wird mit 
einer Matrigel-Matrix beschichtet. Die BD Matrigel Basement Membrane Matrix GFR 
(growth factor reduced) besteht aus gelösten Basalmembrananteilen, welche aus 
Engelbreth-Holm-Swarm-Sarkomen (EHS) der Maus präpariert wurden (BD Bioscience, 
Heidelberg). In den EHS-Tumoren sind die Proteine der extrazellulären Matrix angereichert. 
Die Hauptbestandteile der Matrigel-Matrix sind Laminin, gefolgt von Kollagen Typ IV, 







Wachstumsfaktoren, die natürlicherweise in den EHS-Tumoren vorkommen, wie 
beispielsweise TGF-β, EGF und IGF-1. Der Level der Wachstumsfaktoren ist in der Matrigel-
Matrix GFR reduziert. Die Matrix verschließt die Poren der PET-Membran der Transwell 
Inserts und verhindert so die Migration nicht-invasiver Zellen. Invasive Zellen zerstören die 
Matrix, wandern durch diese hindurch und bleiben an der Unterseite der Transwell Inserts 
haften. Die Membran der Transwell Inserts wurde mit Matrigel-Matrix (30 µl Matrigel und 
70 µl RPMI-/-) entsprechend den Herstellerangaben (BD Bioscience, Heidelberg) beschichtet 
und für 30 min bei 37°C inkubiert. Die beschichteten Transwell Inserts wurden in eine 
24 Well Platte eingesetzt, wobei in die untere Kammer 600 µl RPMI Medium mit 10% FKS 
gegeben wurde. Das FKS diente dabei als Chemoattraktant. In die obere Kammer der 
Transwell Inserts wurden 1 x 105 769-P Zellen ausgesät und über Nacht bei 37°C und 5% CO2 
inkubiert. Anschließend wurden 30 min vor der Stimulation mit PMA (100 nM) die 
Inhibitoren Marimastat (3-10 µM), GI (3 µM) oder GW (3 µM) zugegeben. Nach 24 h wurden 
die Transwell Inserts mit PBS gewaschen und die Matrigel-Matrix mit den Zellen von der 
Oberseite der Membran mit Wattestäbchen entfernt. Die Zellen, die an der Unterseite der 
Membran hafteten, wurden mit 4% Paraformaldehyd für 20 min bei Raumtemperatur fixiert. 
Nach zweimaligem Waschen der Inserts mit PBS wurden die Zellen in einer Kristallviolett-
Lösung (0,5% Kristallviolett, 25% Methanol) für 10-15 min bei Raumtemperatur gefärbt. Die 
überschüssige Färbelösung wurde durch Schwenken der Inserts in dH2O entfernt. Nach der 
Dokumentation der gefärbten Zellen mittels Digitalkamera wurde der Farbstoff in einer 
10%-igen Essigsäurelösung gelöst und im Mikrotiterplattenleser (Rainbow, Tecan, 













3.3 Herstellung der Antikörper 
3.3.1 cDNA-Klonierung, bakterielle Expression und Reinigung der Tim-4-IgV-
Domäne 
 
Die kodierende Sequenz für die Immunoglobulin V Domäne von humanem Tim-4 wurde mit 
den Primern IgV-Tim-4-NdeI-for und IgV-Tim-4-NotI-rev amplifiziert, mit den Enzymen NdeI 
und NotI restringiert und in den bakteriellen Expressionsvektor pET-23a(+) (Novagen, 
Deutschland) kloniert. Mit dem resultierenden Vektor pET23a-Tim-4-IgV wurden die 
Bakterien des E.coli-Stamms BL21 transformiert. 1 l LBAmp-Medium wurde mit den 
transformierten Bakterien angeimpft. Die Bakterienkultur wurde bei 37°C bis zu einer OD600 
von 0,6-0,8 kultiviert. Anschließend erfolgte die Induktion der Proteinexpression durch die 
Zugabe von 1 mM IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid). Nach 4 h wurde die 
Bakterienkultur bei 8.000 rpm, 4°C für 15 min zentrifugiert. Die in den Bakterien 
exprimierten Tim-4-IgV Proteine wurden als unlösliche Einschlusskörperchen (Inclusion 
Bodies) im Zellinneren angereichert. Zur Isolierung der Inclusion Bodies wurden die 
Bakterienzellwände mittels Ultraschall zerstört. Dafür wurde das Pellet in einer Serie von 
fünf Wiederholungen in jeweils 30 ml PBS (Initiale drei Wiederholungen in PBS/0,2% Tween 
20) resuspendiert, drei Mal für eine Minute auf Eis sonifiziert (30% power mit einer TT13 
Sonotrode) und 40 min bei 4°C und 20.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 12 ml 
Denaturierungspuffer aufgenommen und über Nacht bei Raumtemperatur auf einem Roller 
inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren bei 20.000 rpm für 20 min wurde das Pellet in 10 ml 
Denaturierungspuffer gelöst. Die Renaturierung des Proteins erfolgte durch eine schnelle 
Verdünnung (Rapid Dilution). Dabei wurde die Proteinlösung tropfenweise mittels einer 
Peristaltikpumpe zu 1 l Renaturierungspuffer unter ständigem Rühren zugegeben. 
Anschließend wurde die Lösung mit dem renaturierten Tim-4-IgV Protein in einer 
Ultrafiltrationsrührzelle (350 ml Volumen) durch eine Ultrafiltration Cellulose Membran mit 
einer Ausschlussgröße von 3 kDa (Millipore, Eschborn) auf 100 ml konzentriert. Eine weitere 
Konzentrierung erfolgte mittels Vivaspin 20 Konzentratoren mit einer Ausschlussgröße von 
3 kDa (Sartorius, Göttingen) auf ein Endvolumen von 1 ml. Der Austausch des Puffers in PBS 
wurde über eine Nap-10 Säule (GE Healthcare, München) durchgeführt. Die abschließende 







die Bestandteile einer proteinhaltigen Lösung der Größe nach voneinander getrennt wurden. 
Verwendet wurde eine Superdex75 16/60 Säule in dem FPLC-ÄKTA Explorer 
Proteinreinigungssystem (GE Healthcare, München). Die Säule wurde mit 150 ml PBS 
äquilibriert und mit 2 ml der Proteinlösung beladen. Die Elution erfolgte mit 120 ml PBS bei 
einer Flussrate von 3 ml/min und gleichzeitiger Detektion der Absorption bei 280 nm. Das 
Eluat wurde in jeweils 3 ml Fraktionen gesammelt und anschließend mittels SDS-PAGE 
analysiert. Die Fraktionen, die das gewünschte Protein enthielten, wurden vereinigt und 
mittels Vivaspin20 Konzentratoren mit einer Ausschlussgröße von 3 kDa (Sartorius, 
Göttingen) auf 1 ml konzentriert. Die Konzentration der Proteinlösung wurde 
spektrometrisch mit Hilfe des Photometers NanoDrop ND-1000 (Peqlab Biotech., Erlangen) 
bestimmt und auf 1 mg/ml eingestellt. 
 
3.3.2 Immunisierung und Generierung von Hybridomzellen 
 
Ein genehmigter Tierantrag für die Herstellung monoklonaler Antikörper zum Nachweis von 
humanem Tim-4 war vorhanden (Tierantragsnummer: V312-72241.121-3). C57BL/6N Mäuse 
(Charles River, Köln) wurden mit 100 µg des Tim-4-IgV Proteins zusammen mit 40 µl von 
Gerbu Adjuvant MM (Gerbu Biotechnik, Heidelberg) intraperitoneal (i.p.) immunisiert. Zur 
Verstärkung der Immunantwort wurde den Mäusen am Tag 7, 14 und 21 zusätzlich 50 µg 
Tim-4-IgV und 20% des Adjuvantes i.p. verabreicht. Am Tag 28 und 29 wurden die letzten 
zwei Dosen (50 µg) des Tim-4-IgV Peptids verabreicht. Am Tag 30 wurden die Milzzellen 
einer immunisierten Maus mit den Ag8.653 Myelomzellen fusioniert. Die fusionierten 
Hybridomazellen wurden im Selektionsmedium (Sigma Aldrich, Deisenhofen) für 10 Tage 
kultiviert. Die Immunisierung der Mäuse sowie die Fusionierung und Kultivierung der 
Hybridomazellen wurde von Dr. Ahmad Trad, Biochemisches Institut, CAU Kiel durchgeführt. 











3.3.3 Reinigung der anti-Tim-4 Antikörper 
 
Die zwei Tim-4 antikörperproduzierenden Hybridomazelllinien T27-AK2 und T27-AK3 wurden 
im Hybridomazellanzuchtmedium auf jeweils 20 Zellkulturschalen (10 cm) expandiert. Für 
die Produktion der Antikörper wurden die Zellen im serumfreien Hybridomazellmedium bei 
37°C und 5% CO2 Begasung kultiviert. Nach zwei Wochen wurden die Zellkulturüberstände 
abgenommen und Zellen und Zelltrümmer durch Zentrifugation für 10 min, bei 4.000 rpm 
entfernt. Anschließend wurden die Hybridomazellkulturüberstände (jeweils 400 ml) in einer 
Ultrafiltrationsrührzelle (350 ml Volumen) durch eine Ultrafiltration Cellulose Membran mit 
einer Ausschlussgröße von 10 kDa (Millipore, Eschborn) auf 75 ml konzentriert. Eine weitere 
Konzentrierung erfolgte mittels Vivaspin 20 Konzentratoren mit einer Ausschlussgröße von 
10 kDa (Sartorius, Göttingen) auf ein Endvolumen von 5 ml. Die antikörperhaltige Lösung 
wurde durch einen 0,2 µm Filter (LGG, Meckenheim) sterilfiltriert. Die Reinigung der 
Antikörper aus den Hybridomazellkulturüberständen erfolgte durch 
Affinitätschromatographie mittels der HiTRAP Protein G HP Säule in dem ÄKTA-FPLC 
Proteinreinigung System (GE Healthcare, München) entsprechend den Herstellerangaben. 
Die Säule wurde mit 50 ml Bindungspuffer (20 mM NaHPO4, 8,5 mM NaH2PO4, pH 7,0) 
äquilibriert und mit 5 ml der Antikörperlösung beladen. Zur Entfernung von unspezifisch 
gebundenen Proteinen und anderen Lösungsbestandteilen wurde die Säule mit 150 ml PBS 
gespült. Anschließend wurden die Antikörper mit 20 ml Elutionspuffer (0,1 M Glycin, pH 2,7) 
in jeweils 1,8 ml-große Fraktionen eluiert und mit 200 µl Neutralisationspuffer (1 M Tris-HCl, 
pH 9,0) neutralisiert. Bei der Elution erfolgte gleichzeitig die Detektion der Absorption bei 
280 nm und die entsprechenden antikörperhaltigen Fraktionen wurden miteinander 
vereinigt. Die Konzentrierung der Lösung erfolgte mittels Vivaspin20 Konzentratoren mit 
einer Ausschlussgröße von 10 kDa (Sartorius, Göttingen) auf 2,5 ml. Anschließend wurde der 
Puffer mittels Nap-10 Säulen (GE Healthcare, München) gegen PBS ausgetauscht. Die 
Konzentration der Antikörperlösungen wurde spektrometrisch mit Hilfe des Photometers 
NanoDrop ND-1000 (Peqlab Biotech., Erlangen) bestimmt und für T27-2 auf 1 mg/ml und für 
T27-3 auf 0,5 mg/ml eingestellt. Für die Identifizierung des Isotypes von T27-2 wurde das 
Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping Kit (Thermo Scientific Pierce, Perbio, Bonn, D) benutzt. 








3.3.4 Antikörper-Biotinylierung  
 
Die Biotinylierung der T27-2 und T27-3 Antikörper erfolgte mittels eines Biotinylierungskits 
(Thermo Scientific, Bonn) entsprechend den Herstellerangaben. Für die Biotinylierung wurde 
1 mg des jeweiligen Antikörpers verwendet.  
 
3.4 Biochemische Methoden 
3.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die elektrophoretische Größentrennung von Proteinen erfolgte mit Hilfe der 
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit dem Mini-Protean 
Elektrophorese System (Bio-Rad Laboratories, München) bei 120-180 V. Die Proben wurden 
mit reduzierendem 5 x Lämmli-Puffer versetzt und für 5 min bei 95°C denaturiert. Die 
Polyacrylamidgele wurden anschließend entweder für Western Blot verwendet oder mit 
Coomassie-Färbelösung gefärbt.  
 
3.4.2 Western Blot 
 
Die mittels SDS-PAGE voneinander getrennten Proteine wurden in einem Wet-Blot Criterion 
Blotter System (Bio-Rad Laboratories GmbH, München) von den Polyacrylamidgelen auf eine 
PVDF-Membran (GE Healthcare, München) bei 100 V und 400 mA für 2 h transferiert. Die 
Membran wurde mit Blockingpuffer für 60-120 min bei RT geblockt und mit dem ersten 
Antikörper (T27-AK2, Tim-1 oder β-Aktin) über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurde 
die Membran drei Mal mit TBS-T gewaschen und für 1-2 h mit dem sekundären Antikörper 
(anti-Maus-POD) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran mit TBS-T wurden die 
Proteinbanden mit dem Detektionssystem FluorChem Q (AlphaInnotech, Kasendorf) 
entsprechend den Herstellerangaben visualisiert. Für die Detektion wurden die 








3.4.3 Alkalische Phosphatase Assay 
 
Für die Quantifizierung der Spaltung der Tim-1- und Tim-4-Ektodomänen wurde ein 
Alkalische Phosphatase (AP) Assay durchgeführt [133]. Dafür wurden HEK293 Zellen mit den 
für die Fusionsproteine AP-Tim-1 und AP-Tim-4 kodierenden Plasmiden transient transfiziert. 
Die Stimulation erfolgte wie in 3.2.5. beschrieben. Für die Messung der Alkalischen 
Phosphatase-Aktivität wurden jeweils 50 µl des Überstandes und des 1:10 verdünnten Lysats 
(5 µl Lysat + 45 µl serumfreies Medium) mit 50 µl des AP-Reaktionspuffers in einer 96-Well 
Platte gemischt. Die Alkalische Phosphatase entfernt eine Phosphatgruppe von dem 
p-Nitrophenylphosphate (pNPP) wodurch dieses zu p-Nitrophenol umgewandelt wird. Die 
Menge des p-Nitrophenols kann durch die Messung der Absorption bei 405 nm bestimmt 
werden und ist direkt proportional zu der Aktivität der AP. Die AP-Aktivität der löslichen 
AP-Tim-1 und AP-Tim-4 Proteine wurde durch ein Verhältnis der AP-Aktivität im Überstand 
relativ zu der gesamten AP-Aktivität (Summe der AP-Aktivität im Überstand (S) und Lysat (L)) 




Die Expression der Proteine auf der Zelloberfläche wurde mittels Durchflusszytometrie 
untersucht. Dazu wurden 1 x 106 Zellen für 5 min bei 0,2 x g zentrifugiert, in 100 µl FACS-
Puffer aufgenommen und mit 0,75 - 2 µg der primären Antikörper oder den entsprechenden 
Isotypkontrollen für 60 min bei 4°C inkubiert. Die ungebundenen Antikörper wurden durch 
zwei Waschschritte mit dem FACS-Puffer entfernt. Dabei wurden die Zellen in 1 ml FACS-
Puffer aufgenommen und für 5 min bei 200 x g und 4°C zentrifugiert. Bei einer 
Doppelfärbung (ungekoppelte Antikörper) wurden die Zellen in 100 µl FACS-Puffer mit dem 
sekundären Antikörper (1:100, anti-Maus-APC, Dianova, Hamburg) aufgenommen und für 
weitere 60 min bei 4°C inkubiert. Im Anschluss an zwei weitere Waschschritte wurden die 
Zellen in 500 µl FACS-Puffer aufgenommen und im Durchflusszytometriegerät FACSCanto 
(BD Biosciences, Heidelberg) analysiert. Die Auswertung erfolgte mittels FACS DIVA Software 










Für die Immunfluoreszenzfärbung wurden 1*105 Zellen (Makrophagen oder HEK293-Tim-4) 
auf Deckgläschen in 12-Well-Platten ausgesät. Nach 24 bis 48 h wurden die Zellen mit 
Ionomycin (1 µM) oder BzATP (500 µM) für 30 min oder mit PMA (100 nM) für 60 min 
stimuliert. Wenn die Plasmamembran der Zellen angefärbt werden sollte, wurde 10 min vor 
Ende der Stimulation 5 µg/ml WGA-FITC (wheat germ agglutinin gekoppelt an FITC) zu den 
Zellen zugegeben. WGA-FITC bindet an spezifische Glykoproteine mit Salinsäureresten, 
welche sich in der Plasmamembran befinden. Nach der Stimulation wurden die Zellen mit 
PBS gewaschen und mit 4%igen Paraformaldehyd für 20 min bei Raumtemperatur fixiert. Bei 
einigen Präparaten wurde danach eine Permeabilisierung der Zellmembran mit Hilfe von PBS 
versetzt mit 0,5% Triton X-100 für 5 min durchgeführt. Um freie Bindungsstellen zu 
besetzten, wurden die Makrophagen-Präparate mit humanem Serum (Plasmaphase, siehe 
3.2.6) und die HEK293-Zellpräparate mit 5%iger BSA-Lösung in 1 x PBS für 1 h bei RT 
inkubiert. Im nächsten Schritt wurden die Zellen mit primären Antikörpern (5 µg/ml von 
T27-2/Isotyp IgG2a) für 1 h bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit PBS-T 
(1 x PBS, 0,2% Tween 20) für 5 min gewaschen und mit sekundären Antikörpern (anti-Maus 
DyLight-649; 1:500 verdünnt) für 1 h bei RT inkubiert. Anschließend wurden die 
Deckgläschen dreimal mit PBS-T gewaschen und auf Objektträgern im DAPI-Mounting-
Medium eingebettet. Die Auswertung der Präparate erfolgte mit Hilfe des 
Fluoreszenzmikroskop IX81 und der Olympus Fluoview FV1000 Software (Olympus, 
Hamburg).  
 
3.4.6 Antikörper-Screen ELISA  
 
Zur Untersuchung der Hybridomazellkulturüberstände wurde ein ELISA (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay) durchgeführt. Eine 96-Well Platte wurde mit 5 µg/ml Tim-4-IgV bzw. 
Tim-3-IgV (freundlicher Weise zur Verfügung gestellt von Katja Möller-Hackbarth, 
Biochemisches Institut, CAU Kiel) Protein beschichtet. Die freien Bindungsstellen wurden mit 
200 µl pro Well einer 1%igen Caseinlösung in 1 x PBS abgeblockt. Nach zweistündiger 







Platte drei Mal mit PBS-T gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem sekundären 
Antikörper (anti-Maus-HRP, 1:3.000 verdünnt) für 2 h bei RT, wobei 50 µl pro Well eingesetzt 
wurden. Anschließend wurden die ungebunden Antikörper durch dreimaliges Waschen mit 
PBS-T entfernt. Darauffolgend wurden 50 µl pro Well des Peroxidase-Substrates (BM Blue 
POD Substrate, Roche, Mannheim) zugegeben. Die Reaktion wurde mit 50 µl einer 1,8 M 
H2SO4 Lösung gestoppt und die Absorption bei 450 nm in einem Mikrotiterplattenleser 
(Rainbow Tecan, Crailsheim) gemessen. 
 
3.4.7 Phospholipid-ELISA  
 
Die Untersuchung der Interaktion von löslichen Tim-1 und Tim-4 Proteinen mit 
Phosphatidylserin erfolgte über einen Phospholipid-ELISA [14]. Dafür wurde eine 96-Well 
Platte mit 10 µg/ml Phosphatidylserin (PS) oder Phosphatidylcholin (PC) (Sigma Aldrich, 
Deisenhofen) verdünnt in Methanol beschichtet. Die Platte wurde bei Raumtemperatur für 
1 h getrocknet und die freien Bindestellen mit 1% BSA in PBS geblockt. Die 
Zellkulturüberstände mit löslichen Tim-1 und Tim-4 Proteinen wurden zugegeben und bei 
Raumtemperatur für 2 h inkubiert. Anschließend wurde die Platte drei Mal mit PBS-T 
gewaschen und mit biotinylierten Detektionsantikörpern (10 µg/ml T27-2-biot. bzw. 
0,5 µg/ml Anti-Tim-1-biot.) für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die ungebundenen 
Antikörper wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS-T entfernt. Anschließend wurde das 
Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (1:200 verdünnt, R&D Systems Europe, Abingdon, 
England) zugegeben und für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem 
Waschen (3 x mit PBS-T) erfolgte die Zugabe von 90 µl pro Well des Peroxidasesubstrates 
(BM Blue POD Substrate, Roche, Mannheim). Die Reaktion wurde mit 90 µl einer 1,8 M 
H2SO4 Lösung gestoppt und die Absorption bei 450 nm in einem Mikrotiterplattenleser 










4.1 Generierung der Expressionsplasmide für Tim-1 und Tim-4  
 
Für die Untersuchung der proteolytischen Abspaltung der Ektodomänen (Shedding) von 
Tim-1 und Tim-4 durch ADAM-Proteasen wurden zunächst Plasmide für die Expression von 
rekombinanten Tim-1 und Tim-4 Proteinen in Säugetierzellen erstellt. Dafür wurden die 
entsprechenden kodierenden Sequenzen (CDS) von Tim-1 und Tim-4 in den 
Expressionsvektor pcDNA3.1(+) (Invitrogen, Darmstadt) kloniert. Um die Tim-1 CDS zu 
erhalten wurden Nierenkarzinomzellen (769-P) benutzt, welche endogenes Tim-1 
exprimieren. Aus den 769-P Zellen wurde zunächst mRNA isoliert und für cDNA-Synthese 
mittels RT-PCR eingesetzt. Anschließend wurde aus der cDNA die Tim-1 CDS mit dem 
Primerpaar h1-full-CDS-EcoRI-for und h1-full-CDS-NotI-rev mittels PCR amplifiziert. Das 
erstellte Insert wurde mit EcoRI und NotI restringiert und in den Expressionsvektor 
pcDNA3.1(+) kloniert. Das entstandene Plasmid wurde pcDNA3.1-Tim-1 genannt (Abb. 
9.1.1).  
Die Tim-4 CDS (ohne Signalpeptid-Sequenz) wurde aus dem Puc57-hTim-4 (synthetisiert bei 
GENEART, München) mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen AflII und NotI gespalten und in 
den Vektor pcDNA3.1(+)-HmIL23-6xHis (zur Verfügung gestellt von Dr. rer. nat. Doreen M. 
Floß) subkloniert. In dem Vektor war ein Signalpeptid der murinen Immunoglobulin κ-Kette 
sowie ein N-terminaler FLAG-Tag und ein C-terminaler 6xHis-Tag enthalten. Das generierte 
Plasmid wurde als pcDNA3.1-FLAG-Tim-4-6xHis bezeichnet (Abb. 9.1.5).  
 
Für die Expression des Fusionsproteins AP-Tim-4 (AP: Alkalische Phosphatase) wurde die CDS 
der AP aus dem Plasmid PCRscript-AP-TGFα mit HindIII restringiert und in den Vektor 
pcDNA3.1-FLAG-Tim-4-6xHis vor der FLAG-Sequenz kloniert. Der generierte Vektor wurde 
pcDNA3.1-AP-Tim-4 genannt (Abb. 9.1.7). Für die Herstellung des Fusionsproteins AP-hTim-1 
wurde die Tim-1 CDS mit den Primern Tim-1-AflII-for und Tim-1-NotI-rev, sowie dem 
pcDNA3.1-Tim-1 Vektor als Template, amplifiziert. Anschließend wurde das Insert über die 
Schnittstellen AflII und NotI in den Vektor pcDNA3.1-AP-Tim-4 subkloniert. Das entstandene 







Weiterhin wurden Deletionsmutanten von Tim-1 und Tim-4 erstellt. Die Deletion von F282 
bis T289 in der Tim-1 CDS (Tim-1 Δ282-288 (FLEHSLL)) wurde mittels SOE-PCR durchgeführt 
(Siehe 3.1.3). Im ersten Schritt wurden zwei DNA-Fragmente mit den Primerpaaren Tim1-Δ1-
for und h1-full-CDS-NotI-rev sowie mit h1-full-CDS-EcoRI-for und Tim1-Δ1-rev hergestellt. Im 
zweiten Schritt wurden die beiden DNA-Fragmente mit dem Primerpaar h1-full-CDS-EcoRI-
for und h1-full-CDS-NotI-rev zu dem Tim-1 Δ282-288 Insert kombiniert. Anschließend wurde 
das Insert (Tim-1 Δ282-289) über die Schnittstellen EcoRI und NotI in den Expressionsvektor 
pcDNA3.1(+) kloniert. Das resultierende Plasmid wurde als pcDNA3.1-Tim-1 Δ282-288 
bezeichnet (Abb.9.1.2). Für die Herstellung des AP-Tim-1-Δ282-288 Fusionsproteins wurde 
das Tim-1 Δ282-288 Insert mit dem Primerpaar Tim-1-AflII-for und Tim-1-NotI-rev aus dem 
pcDNA3.1-Tim-1 Δ282-288 Vektor amplifiziert. Anschließend wurde das DNA-Fragment mit 
den Restriktionsendonukleasen AflII und NotI gespalten und in den Vektor 
pcDNA3.1-AP-Tim-4 subkloniert. Der hergestellte Vektor wurde als pcDNA3.1-AP-Tim-1 
Δ282-288 bezeichnet (Abb.9.1.4).  
 
Die Herstellung von Tim-4 Mutanten erfolgte ebenfalls mittels SOE-PCR. Dabei wurden 
jeweils 10 Aminosäuren von M304 zu S313 (Δ304-313), von T294 zu P303 (Δ294-303) und 
von D284 zu T293 (Δ284-293) deletiert. Im ersten Schritt der SOE-PCR wurden pro Mutante 
zwei DNA-Fragmente erstellt. Dafür wurden neben den flankierenden Primern (Tim-4-AflII-
for und Tim-4-NotI-rev) für die Mutante Δ304-313 das Primerpaar AP-Tim-4-Δ1for und 
AP-Tim-4-Δ1rev, für die Mutante Δ294-303 das Primerpaar AP-Tim-4-Δ2for und AP-Tim-4-
Δ2rev und für die Mutante Δ284-293 das Primerpaar AP-Tim-4-Δ3for und AP-Tim-4-Δ3rev 
eingesetzt. Im zweiten Schritt wurden die zwei generierten DNA-Fragmente für jede 
Mutante mit dem flankierenden Primerpaar Tim-4-AflII-for und Tim-4-NotI-rev zu den Tim-4 
Δ304-313, Δ294-303 oder Δ283-293 Inserts kombiniert. Anschließend wurden die jeweiligen 
Inserts mit AflII und NotI restringiert und in den Vektor pcDNA3.1-AP-Tim-4 kloniert. Die 
resultierenden Plasmide wurden pcDNA3.1-AP-Tim-4 Δ304-313, pcDNA3.1-AP-Tim-4 
Δ294-303 und pcDNA3.1-AP-Tim-4 Δ284-293 genannt (Abb.9.1.8). Für die Generierung von 
Tim-4 Mutanten ohne eine Fusion mit AP wurden die Inserts mit Hilfe von AflII und NotI in 
den pcDNA3.1(+) Vektor subkloniert. Die hergestellten Vektoren wurden 
pcDNA3.1-FLAG-Tim-4 pcDNA3.1-FLAG-Tim-4 Δ304-313, pcDNA3.1-FLAG-Tim-4 Δ294-303 







Für die Deletion der intrazellulären Domäne in den Tim-1 und Tim-4 Proteinen (Tim-1 ΔICD: 
von A316 zu D364 und Tim-4 ΔICD: von R337 zu L378) wurden die Primer Tim-1-for-AflII, 
AP-Tim-1-ΔICD-rev, Tim-4-for-AflII und AP-Tim4-ΔICD-rev eingesetzt. Die resultierenden 
PCR-Produkte wurden über die Restriktionsschnittstellen AflII and NotI in den Vektor 
pcDNA3.1-AP-Tim4 kloniert. Die entstandenen Plasmide wurden pcDNA3.1-AP-Tim-1 ∆ICD 
und pcDNA3.1-AP-Tim-4 ∆ICD genannt (Abb.9.1.9 und 9.1.10).  
 
4.2 Herstellung der gegen Tim-4 gerichteten monoklonalen Antikörper 
 
Die Herstellung der monoklonalen Tim-4 Antikörper wurde wie unter Punkt 3.3 beschrieben, 
durchgeführt. Die Selektion der Tim-4 antikörperproduzierenden Hybridomazellklone 
erfolgte mittels ELISA (siehe 3.4.6). Die ELISA Platte wurde mit dem Tim-4-IgV Protein oder 
dem Kontrollprotein, Tim-3-IgV, beschichtet. Anschließend wurden die Zellkulturüberstände 
der Hybridomazellklone untersucht. In den Überständen von 6 Hybridomazellklonen (T27-1 
bis T27-6) waren Tim-4 Antikörper vorhanden, welche spezifisch an das Tim-4-IgV und nicht 
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Abb. 4.2.1 Antigenerkennung der antikörperhaltigen Hybridomazellkulturüberstände im ELISA und 
Western Blot 
(A) Die antikörperhaltigen Überstände der Hybridomazellklone (T27-1 bis T27-6) wurden mittels 
ELISA auf die Erkennung des Tim-4-IgV Proteins untersucht. Das Tim-3-IgV Protein wurde als 
Kontrolle eingesetzt. (B) Die antikörperhaltigen Überstände der Hybridomazellklone wurden mittels 







Weiterhin wurde die Bindung von monoklonalen Antikörpern an das in HEK293 Zellen 
exprimierte Tim-4 Protein mittels Western Blot untersucht. Wie in Abb. 4.2.1 B dargestellt, 
haben die Antikörper der Hybridomazellklone T27-2, T27-3 und T27-4 an das rekombinante 
Tim-4 Protein gebunden. Die Antikörper T27-2 und T27-3 wurden gereinigt und für weitere 
Untersuchungen in dieser Arbeit eingesetzt.  
 
Ferner wurde untersucht, ob der T27-2 Antikörper für eine Immunfluoreszenzfärbung von 
fixierten Zellen geeignet ist. Hierfür wurden HEK293 und stabil transfizierte HEK293-Tim-4 
Zellen eingesetzt. Mit Hilfe von T27-2 konnte Tim-4 in transfizierten Zellen nachgewiesen 





Abb. 4.2.2 Immunfluoreszenzfärbung mit T27-2 (anti-Tim-4 Antikörper) 
 (A-C) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von HEK293 oder stabil transfizierte HEK293-Tim-4 
Zellen. Immunfluoreszenzfärbung mit dem T27-2 oder der Isotypkontrolle IgG2a sowie dem 
sekundärem anti-maus-649 Antikörper und DAPI. (A) HEK293 Zellen gefärbt mit T27-2 und 
anti-Maus-649 (rot) und DAPI (blau). (B-C) HEK293-Tim-4 Zellen wurden mit T27-2 (B) oder 
Isotypkontrolle IgG2a (C) und anti-Maus-649 Antikörpern und mit DAPI gefärbt. Sequenzielle 

















4.3 Induzierte proteolytische Freisetzung von löslichem Tim-1 und Tim-4 
durch ADAM-Proteasen 
 
Die lösliche Tim-1 Variante wird bei Nierenerkrankungen (akuter Nierenschaden oder 
Nierenzellkrebs) in den Urin abgesondert und dient als ein zuverlässiger Biomarker bei der 
Diagnose von Nierenerkrankungen [6, 66]. Untersuchungen haben gezeigt, dass das lösliche 
Tim-1 durch proteolytische Spaltung entsteht, an welcher Metalloproteasen beteiligt sind 
[66]. Das Ziel dieser Arbeit bestand unter anderem darin, die Tim-1-spaltende 
Metalloprotease zu identifizieren. Zusätzlich wurde untersucht, ob Tim-4 ebenfalls der 
proteolytischen Spaltung unterliegt und welche Protease in diesen Prozess involviert ist. Für 
die Analyse der induzierten proteolytischen Spaltung von membranständigen Tim-1 und 
Tim-4 wurden HEK293 Zellen eingesetzt, welche mit den entsprechenden 
Expressionsplasmiden transfiziert wurden. Die Oberflächenexpression wurde mittels 
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Abb. 4.3.1 Oberflächenexpression von Tim-1 und Tim-4 auf transient transfizierten HEK293 Zellen  
Durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenexpression von Tim-1 und Tim-4 in transient 
transfizierten HEK293 Zellen. Für die Detektion von Tim-1 wurde der Tim-1-PE Antikörper (schwarz), 
sowie die entsprechende Isotypkontrolle (IgG1-PE, grau) eingesetzt. Tim-4 wurde mit Hilfe von T27-2 
(schwarz) / Isotypkontrolle (IgG2a, grau) und dem sekundären anti-Maus-APC Antikörper 
nachgewiesen.  
 
Als nächstes wurden die transient transfizierten HEK293-Tim-1 und Tim-4 Zellen wie unter 
Punkt 3.2.5 beschrieben stimuliert. Die spezifischen Inhibitoren, ADAM10 Inhibitor 
GI254023X (GI, 3 µM), ADAM10 und ADAM17 Inhibitor GW280264X (GW, 3 µM) und der 
ADAM10 Inhibitor ADAM10-Prodomäne (proA10, 10-20 µM), wurden 30 min vor der 
Stimulation zugesetzt. Anschließend wurden die Zellen mit BzATP (500 µM) für 30 min, mit 
Ionomycin (5 µM) für 30 min oder mit PMA (100 nM) für 60 min stimuliert. Die 
Zellkulturüberstände und Zelllysate wurden mittels Western Blot auf das Vorhandensein von 
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Abb. 4.3.2 Induziertes Shedding von Tim-1 und Tim-4 in transient transfizierten HEK293 Zellen 
Transient transfizierte HEK293-Tim-1 (A und C) und HEK293-Tim-4 (B und D) Zellen wurden mit BzATP 
(500 µM, 30 min), Ionomycin (5 µM, 30 min) oder PMA (100 nM, 60 min) stimuliert. (A-D) Die Zugabe 
von Inhibitoren, ADAM10 Inhibitoren GI (3µM) und A10pro (10-20 µM), ADAM10/17 Inhibitor GW (3 
µM) erfolgte 30 min vor der Stimulation. Die Überstände und Lysate wurden mittels Western Blot mit 
den Tim-1 oder T27-2 und dem β-Aktin Antikörpern analysiert. (sTim-1/Tim-4: lösliches Tim-1/Tim-4). 
 
Nach einer Stimulation mit BzATP, Ionomycin und PMA wurde lösliches Tim-1 und Tim-4 in 
den Zellkulturüberständen detektiert (Abb.4.3.2 A und B). Die mit BzATP und Ionomycin 
induzierte Freisetzung von löslichen Tim-Proteinen wurde durch den ADAM10 Inhibitor GI 
fast vollständig und durch den ADAM10 und ADAM17 Inhibitor GW zum Teil gehemmt 
(Abb.4.3.2 A und B). Im Gegensatz dazu wurde das PMA-induzierte Shedding von Tim-1 und 
Tim-4 fast komplett durch den ADAM10 und ADAM17 Inhibitor GW und nur teilweise durch 
den ADAM10 Inhibitor GI gehemmt (Abb.4.3.2 A und B).  
 
In weiteren Untersuchungen wurde die ADAM10 Prodomäne (A10pro) eingesetzt, welche 
spezifisch die ADAM10 Protease hemmt [106]. Die ADAM10 Prodomäne inhibierte komplett 
die Ionomycin-induzierte Generierung des löslichen Tim-1 (Abb.4.3.2 C). Das Ionomycin-
induzierte Shedding von Tim-4 wurde dagegen erst durch eine höhere Konzentration der 
ADAM10 Prodomäne blockiert (Abb.4.3.2 D). Die ADAM10 Prodomäne hatte keinen Einfluss 
auf das PMA-induzierte Shedding von Tim-1 und Tim-4, obwohl der ADAM10 Inhibitor GI 








4.4 Induzierte Generierung löslicher AP-Tim-1 und AP-Tim-4 Proteine durch 
ADAM-Proteasen 
 
Mit Hilfe eines AP (Alkalische Phosphatase)-Assays ist es möglich, die proteolytische Spaltung 
von Membranproteinen quantitativ zu untersuchen. Dabei werden die zu untersuchenden 
Proteine N-terminal mit einer Alkalischen Phosphatase fusioniert. Die AP-Aktivität von 
membranständigen und freigesetzten löslichen Proteinen kann photometrisch gemessen 
und für die Quantifizierung des Sheddings herangezogen werden [133]. 
 
HEK293 Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden, welche für die Fusionsproteine 
AP-Tim-1 und AP-Tim-4 kodieren, transient transfiziert. Die Verifizierung der 
Oberflächenexpression dieser Fusionsproteine erfolgte mittels Durchflusszytometrie 
(Abb.4.6.2 A und 4.6.4 A). Für die Analyse von induziertem Shedding wurden die Zellen wie 
im Punkt 3.2.5 beschrieben stimuliert. Anschließend wurden die Überstände und Lysate in 
einem AP-Assay untersucht.  
 
Nach einer Stimulation mit BzATP, Ionomycin und PMA wurde eine signifikant erhöhte AP-
Aktivität von löslichen AP-Tim-1 und AP-Tim-4 Proteinen im Überstand gemessen (Abb. 4.4.1 
A und B). Die inhibitorische Wirkung des ADAM10 Inhibitors GI und des ADAM10 und 
ADAM17 Inhibitors GW führte zu einer signifikanten Reduktion der BzATP-, Ionomycin- und 
PMA-induzierten Freisetzung der löslichen AP-Tim-1 und AP-Tim-4 Proteine. Beide 
eingesetzten Inhibitoren haben das induzierte Shedding von Tim-1 und Tim-4 gehemmt. Der 
ADAM10 Inhibitor GI inhibierte das BzATP- und Ionomycin-induzierte Shedding jedoch 
stärker als der ADAM10 und ADAM17 Inhibitor GW. Die PMA-induzierte Spaltung der AP-
Tim-1 und AP-Tim-4 Ektodomänen wurde dagegen stärker durch den ADAM10 und ADAM17 
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Abb. 4.4.1 Induziertes Shedding von AP-Tim-1 und AP-Tim-4 Fusionsproteinen in transient 
transfizierten HEK293 Zellen 
Transient transfizierte HEK293-AP-Tim-1 (A) und HEK-AP-Tim-4 (B) Zellen wurden mit BzATP (500 µM, 
30 min), Ionomycin (5 µM, 30 min) oder PMA (100 nM, 60 min) stimuliert. Die Zugabe von 
Inhibitoren, ADAM 10 Inhibitor GI (3 µM), ADAM10 und ADAM17 Inhibitor GW (3 µM) erfolgte 30 
min vor der Stimulation. Die Überstände und Lysate wurden in einem AP-Assay analysiert. Die AP-
Aktivität wurde als ein Verhältnis der AP-Aktivität im Überstand relativ zu der gesamten AP-Aktivität 
(Überstände + Lysate) berechnet. Die Werte repräsentieren Mittelwerte (± Standardabweichung) 
eines repräsentativen Experimentes (n=3); ** = p<0,01,*** = p< 0,001 (ungepaarter Student`s t-Test). 
 
Obwohl GI eine schwächere Wirkung gegenüber von GW zeigte, konnte eine signifikante 
Reduzierung der PMA-induzierten Spaltung von AP-Tim-1 und AP-Tim-4 durch den ADAM10 
Inhibitor GI gezeigt werden. PMA aktiviert die Proteinkinase C (PKC), welche dann in der 
Lage ist ADAM17 jedoch nicht ADAM10 zu aktivieren [144]. Deswegen lässt sich die 
Hemmung des PMA-induzierten Sheddings durch den ADAM10-spezifischen Inhibitor GI 







Eine mögliche Erklärung stellt die eingesetzte Konzentration der Inhibitoren dar. Durch sehr 
hohe Konzentrationen der Inhibitoren könnten auch andere Proteasen beeinflusst worden 
sein. Deswegen kann die Spezifität der eingesetzten chemischen Inhibitoren bei hohen 
Konzentrationen nicht garantiert werden. In mehreren Studien wurde die Aktivität von 
ADAM10 und ADAM17 mit einer 3 µM hohen Konzentration von GI und GW spezifisch 
gehemmt [115, 142]. In anderen Studien konnte dagegen die hohe Spezifität dieser 
Inhibitoren erst bei geringeren Konzentrationen (0,5 - 1 µM) gezeigt werden [114, 155].  
 
Aus diesen Gründen wurde für weitere Untersuchungen eine Konzentrationsreihe (von 0,2 
µM bis 3 µM) der Inhibitoren eingesetzt (Abb.4.4.2). Es zeigte sich, dass das Ionomycin-
induzierte Shedding von AP-Tim-1 und AP-Tim-4 dosisabhängig durch GI und GW gehemmt 
wurde (Abb.4.4.2 A und B). Die geringste Konzentration von GI und GW (0,2 µM) führte zur 
signifikanter Reduzierung der AP-Aktivität nach IM-Stimulation. PMA-induziertes Shedding 
wurde ebenfalls dosisabhängig durch GI und GW gehemmt (Abb.4.4.2 C und D). 
Interessanterweise zeigte sich, dass die geringste Konzentration von GI (0,2 µM) im 
Gegensatz zu GW (0,2 µM) keine signifikante Hemmung der PMA-induzierten 
proteolytischen Spaltung aufwies. Hier zeigte sich, dass das PMA-induzierte Shedding von 
AP-Tim-1 und AP-Tim-4 nicht durch GI, aber sehr wohl durch GW bei einer Konzentration 
von 0,2 µM gehemmt wurde. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das AP-Tim-1 und AP-
TIM-4 Shedding nach Ionomycin-Stimulation durch ADAM10 und nach PMA-Stimulation 
durch ADAM17 erfolgt. 
 
Hier zeigte sich, dass das PMA-induzierte Shedding von AP-Tim-1 und AP-Tim-4 nicht durch 
GI, aber sehr wohl durch GW bei einer Konzentration von 0,2 µM gehemmt wurde. Diese 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass das AP-Tim-1 und AP-TIM-4 Shedding nach Ionomycin-




































































































































































































































































































































































































































































Abb. 4.4.2 Induziertes Shedding von AP-Tim-1 und AP-Tim-4 Fusionsproteinen wird durch die 
geringen Konzentrationen der eingesetzten Inhibitoren gehemmt 
Transient transfizierte HEK293-AP-Tim-1 (A und C) und HEK-AP-Tim-4 (B und D) Zellen wurden mit 
Ionomycin (5 µM, 30 min) oder PMA (100 nM, 60 min) stimuliert. Die Zugabe von Inhibitoren, ADAM 
10 Inhibitor GI (0,2 – 3 µM), ADAM10 und ADAM17 Inhibitor GW (0,2 - 3 µM) erfolgte 30 min vor der 
Stimulation. Die Überstände und Lysate wurden in einem AP-Assay analysiert. Die AP-Aktivität wurde 
als ein Verhältnis der AP-Aktivität im Überstand relativ zu der gesamten AP-Aktivität (Überstände + 
Lysate) berechnet. Die Werte repräsentieren Mittelwerte (± Standardabweichung) eines 










Für die Identifikation der beteiligten Protease können neben den spezifischen Inhibitoren 
Zellen eingesetzt werden, welche defizient für die jeweilige Protease sind. ADAM10 und 
ADAM17 defiziente Mäuse sind nicht lebensfähig. Aus diesem Grund wurden aus den 
Embryonen der Knockout-Mäuse murine embryonale Fibroblasten (MEFs) gewonnen und 
anschließend immortalisiert [137, 156]. In weiteren Experimenten wurden MEFs, welche 
defizient für ADAM10 (ADAM10-/-), ADAM17 (ADAM17-/-) oder für ADAM10 und ADAM17 
(ADAM10/17-/-) sind, eingesetzt. Die Zellen wurden für die Expression von AP-Tim-1 und 
AP-Tim-4 mit den entsprechenden Plasmiden transient transfiziert und anschließend mit 
Ionomycin oder PMA stimuliert.  
 
Die Stimulation mit Ionomycin führte zu einem Anstieg der AP-Aktivität von löslichen 
AP-Tim-1 und AP-Tim-4 in den Überständen von Wildtyp und ADAM17-/- MEFs. In ADAM10-/- 
und ADAM10/17-/- MEFs wurde eine signifikante Reduktion des Sheddings von AP-Tim-1 und 
AP-Tim-4 nach Stimulation mit Ionomycin im Vergleich zu den Wildtyp MEFs festgestellt 
(Abb.4.4.3 A und B). Die Stimulation mit PMA induzierte das Shedding von AP-Tim-1 nur bei 
den Wildtyp MEFs. In den Überständen von ADAM10-/-, ADAM17-/- sowie in ADAM10/17-/- 
MEFs war die AP-Aktivität des löslichen AP-Tim-1 signifikant verringert im Vergleich zu den 
Wildtyp MEFs (Abb.4.4.3 A). Lösliches AP-Tim-4 wurde nach einer PMA-Stimulation bei den 
Wildtyp und ADAM10-/- MEFs generiert. Im Vergleich dazu war das Shedding von AP-Tim-4 
bei den ADAM17-/- und ADAM10/17-/- MEFs signifikant reduziert (Abb.4.4.3 B).  
 
Diese Ergebnisse zeigen, dass in das Ionomycin-induzierte Shedding von AP-Tim-1 und AP-
Tim-4 in den MEFs ADAM10 involviert ist. Für AP-Tim-4 konnte gezeigt werden, dass 
ADAM17 an dem PMA-induziertem Shedding in den MEFs beteiligt ist. Die Ergebnisse für das 
PMA-induzierte Shedding von AP-Tim-1 sind dagegen nicht ganz eindeutig. Die 
proteolytische Spaltung von AP-Tim-1 war nach der PMA-Stimulation bei den ADAM17-/- 
MEFs reduziert. Aber auch bei den ADAM10-/- MEFs wurde eine signifikante Reduktion des 
AP-Tim-1 Sheddings beobachtet. PMA aktiviert Proteinkinase C, welche anschließend 
ADAM17 aber nicht ADAM10 aktiviert [144]. Aus diesen Gründen ist das verringerte 
Shedding von AP-Tim-1 in den ADAM10-/- MEFs nach einer PMA-Stimulation nach heutigem 
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Abb. 4.4.3 Induziertes Shedding der AP-Tim-1 und AP-Tim-4 Fusionsproteine in transient 
transfizierten MEFs  
(A-B) MEF Zellen (Wildtyp: wt, MEFs defizient für ADAM10: A10-/-, defizient für ADAM17: A17-/- und 
MEFs defizient für ADAM10 und ADAM17: A10/A17-/-) wurden mit den für AP-Tim-1 (A) und AP-Tim-4 
(B) kodierenden Expressionsplasmiden transient transfiziert. Die Zellen wurden 48 h 
posttransfektional mit Ionomycin (5 µM, 30 min) oder PMA (100 nM, 60 min) stimuliert. Überstände 
und Lysate wurden in einem AP-Assay analysiert. Die AP-Aktivität wurde als ein Verhältnis der AP-
Aktivität im Überstand relativ zu der gesamten AP-Aktivität (Überstände + Lysate) berechnet. Die 
Werte repräsentieren Mittelwerte (± Standardabweichung) eines repräsentativen Experimentes 
(n=3); n.s. = nicht signifikant, ** = p<0,01, *** = p< 0,001 (ungepaarter Student`s t-Test). 
 
4.5 Die intrazellulären Domänen von Tim-1 und Tim-4 haben keinen Einfluss 
auf ADAM-vermitteltes Shedding 
 
Im folgendem wurde untersucht, ob die intrazelluläre Domäne (ICD) von Tim-1 und Tim-4 
Proteinen eine Rolle bei der proteolytischen Spaltung durch ADAM-Proteasen spielt. Hierzu 
wurden HEK293 Zellen mit Expressionsplasmiden für die rekombinanten Fusionsproteine 
AP-Tim-1 ΔICD und AP-Tim-4 ΔICD transient transfiziert und die Expression mittels 
Durchflusszytometrie verifiziert. Beide Deletionsmutanten waren auf der Zelloberfläche 
lokalisiert (Abb.4.5.1 A). Im Anschluss an die Stimulation mit Ionomycin oder PMA wurden 
die Überstände und Lysate in einem AP-Assay untersucht.  
Die Stimulation mit Ionomycin und PMA führte zu einem signifikanten Anstieg der 
AP-Aktivität von löslichen AP-Tim-1 ΔICD und AP-Tim-4 ΔICD Fusionsproteinen im Vergleich 
zu den unbehandelten Zellen (Abb.4.5.1 B). Die Induktion von Shedding mittels Ionomycin 
und PMA war vergleichbar mit den Wildtyp Tim-1 und Tim-4 Proteinen (Abb. 4.4.1 A und B). 
Das Fehlen der intrazellulären Domäne beeinträchtigt nicht das Ionomycin- und PMA-
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Abb. 4.5.1 Expression und Shedding von AP-Tim-1-ΔICD und AP-Tim-4-ΔICD Mutanten in transient 
transfizierten HEK293 Zellen 
(A) Die Expression von AP-Tim-1 ΔICD und AP-Tim-4 ΔICD auf der Oberfläche von transient 
transfizierten HEK293 Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. AP-Tim-1 ΔICD wurde 
mit dem anti-TIM-1 oder Isotypkontrolle (IgG1-PE, in grau) und AP-Tim-4 ΔICD mit dem T27-2 oder 
Isotypkontrolle (IgG2a, grau) und dem sekundären anti-Maus-Antikörper nachgewiesen. (B) 
HEK293-AP-Tim-1 ΔICD und -AP-Tim-4 ΔICD wurden mit Ionomycin (5 µM, 30 min) oder PMA (100 
nM, 60 min) stimuliert. Die Überstände und Lysate wurden in einem AP-Assay analysiert. Die AP-
Aktivität wurde als ein Verhältnis der AP-Aktivität im Überstand relativ zu der gesamten AP-Aktivität 
(Überstände + Lysate) berechnet. Die Werte repräsentieren Mittelwerte (± Standardabweichung) 
eines repräsentativen Experimentes (n=3); *** = p< 0,001 (ungepaarter Student`s t-Test). 
 
4.6 Untersuchungen zur ADAM-Spaltregion von Tim-1 und Tim-4 
 
In einer Studie wurde eine unspaltbare Tim-1-Variante beschrieben. Eine Deletion von 
sieben Aminosäuren in der Mucin-Domäne (Δ278-283 FLEHSLL) führte dazu, dass das 
Pervanadat-induzierte Shedding von Tim-1 unterbrochen wurde [66]. In dieser Arbeit wurde 
die gleiche Mutante, Tim-1 Δ282-288 (Δ282-288 FLEHSLL), generiert (Abb.4.6.1). Zusätzlich 
wurde Tim-1 Δ282-288 an Alkalische Phosphatase fusioniert (Abb.9.1.4).  
 







Abb. 4.6.1 Schematische Darstellung der Tim-1 Δ282-288 Mutante 
Dargestellt ist die Immunoglobulin (IgV) Domäne, die Mucin-Domäne, Transmembranbereich (TM) 








HEK293 Zellen wurden mit Expressionsplasmiden kodierend für Tim-1 und den generierten 
Mutanten transient transfiziert. Die Zelloberflächenexpression wurde mittels 
Durchflusszytometrie verifiziert. Sowohl das Tim-1 Δ282-288 Protein, als auch das 
Fusionsprotein AP-Tim-1 Δ282-288 wurden an der Zelloberfläche von transient transfizierten 
HEK293 Zellen exprimiert (Abb. 4.6.2 A). Die HEK293-Tim-1 Δ282-288 und HEK293-AP-Tim-1 
Δ282-288 Zellen wurden 48 h posttransfektional mit Ionomycin und PMA stimuliert. Die 
Überstände und Lysate der HEK293-Tim-1 Δ282-288 Zellen wurden mittels Western Blot und 
die der HEK293-AP-Tim-1 Δ282-288 Zellen mittels AP-Assay analysiert.  
 
 


























































































































Abb. 4.6.2 Expression und Shedding der Tim-1 Mutante Δ282-288 in transient transfizierten 
HEK293 Zellen 
(A) Oberflächenexpression von Tim-1-Δ282-288 und AP-Tim-1-Δ282-288 in transient transfizierten 
HEK293 Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. Tim-1 wurde mit Hilfe von 
anti-TIM-1-PE oder Isotypkontrolle (IgG1-PE, grau) nachgewiesen. (B-C) Transient transfizierte (B) 
HEK293-Tim-1 und HEK293-Tim-1 Δ282-288 oder (C) HEK293-AP-Tim-1 und HEK293-AP-Tim-1 Δ282-
288 Zellen wurden mit Ionomycin (5 µM, 30 min) oder PMA (100 nM, 60 min) stimuliert. (B) Die 
Lysate und Überstände wurden mittels Western Blot mit dem Tim-1 Antikörper untersucht. (C) Die 
Überstände und Lysate wurden in einem AP-Assay analysiert. Die AP-Aktivität wurde als ein 
Verhältnis der AP-Aktivität im Überstand relativ zu der gesamten AP-Aktivität (Überstände + Lysate) 
berechnet. Die Werte repräsentieren Mittelwerte (± Standardabweichung) eines repräsentativen 










Nach Stimulation mit PMA und Ionomycin wurden, im Vergleich zum löslichen Tim-1 Wildtyp 
Protein, viel schwächere Banden von löslichem Tim-1 Δ282-288 detektiert (Abb. 4.6.2 B). Im 
AP-Assay des Zellüberstandes wurde eine signifikante Reduktion der AP-Aktivität von 
AP-Tim-1 Δ282-288 im Vergleich zu AP-Tim-1 nach Stimulation mit Ionomycin und PMA 
festgestellt (Abb. 4.6.2 C). Dementsprechend kann vermutet werden, dass sich die ADAM-
Proteasen Spaltungsstelle von Tim-1 nahe der Transmembranregion innerhalb der 
deletierten Sequenz (Δ282-288 FLEHSLL) befindet. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen 
werden, dass die Region auch regulatorisch das Shedding von Tim-1 beeinflusst. 
 
Da es bis jetzt nicht bekannt gewesen ist, dass Tim-4 einer proteolytischen Spaltung 
unterliegt, gibt es keine Untersuchungen bezüglich der möglichen Spaltregion von Tim-4. Um 
diese zu untersuchen, wurden drei verschiedenen Deletionsmutanten AP-Tim-4 Δ304-314, 
Δ294-304 und Δ284-294 generiert. Dabei wurden jeweils 10 Aminosäuren nahe der 
Transmembranregion deletiert (Abb.4.6.3). Außerdem wurden Tim-4 Mutanten ohne eine 
Fusion mit der Alkalischen Phosphatase erstellt: Tim-4 Δ304-314, Δ294-304 und Δ284-294.  
 







Abb. 4.6.3 Schematische Darstellung der Tim-4 Deletionsmutanten 
Dargestellt ist die Immunoglobulin (IgV) Domäne, die Mucin-Domäne, Transmembranbereich (TM) 
und die Intrazelluläre Domäne (ICD). Die Sequenzen der deletierten Regionen sind in der Mucin-
Domäne dargestellt. 
 
Zunächst wurde die Oberflächenexpression der Mutanten in transient transfizierten HEK293 
Zellen mittels Durchflusszytometrie verifiziert (Abb. 4.6.4 A und Abb.4.6.5A). Die 
HEK293-AP-Tim-4 Δ304-313, Δ294-303 und Δ284-293 Zellen wurden mit Ionomycin oder 
PMA stimuliert. Anschließend wurden die Überstände und Lysate mittels AP-Assay und 
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Abb. 4.6.4 Expression und Shedding der AP-Tim-4 Deletionsmutanten in transient transfizierten 
HEK293 Zellen 
(A) Die Oberflächenexpression von AP-Tim-4 Δ304-313, Δ294-303 und Δ284-293 in transient 
transfizierten HEK293 Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. Hierzu wurden T27-2 
bzw. Isotypkontrolle (IgG2a, grau) und der sekundäre anti-Maus-APC Antikörper eingesetzt. (B-C) 
Transient transfizierte HEK293-AP-Tim-4, Δ304-313, Δ294-303 und Δ284-293 wurden mit Ionomycin 
(5 µM, 30 min) oder PMA (100 nM, 60 min) stimuliert. Die Überstände und Lysate wurden im (B) AP-
Assay oder im (C) Western Blot analysiert. Die AP-Aktivität wurde als ein Verhältnis der AP-Aktivität 
im Überstand relativ zu der gesamten AP-Aktivität (Überstände + Lysate) berechnet. Die Werte 
repräsentieren Mittelwerte (± Standardabweichung) eines repräsentativen Experiments (n=3); *** = 
p < 0,001 (ungepaarter Student`s t-Test). (C) Die Überstände und Lysate wurden mittels Western Blot 
mit T27-2 und β-Aktin Antikörpern untersucht. 
 
Eine Stimulation mit Ionomycin und PMA führte zu einem signifikanten Anstieg der AP-
Aktivität vom Wildtyp und allen Deletionsmutanten (Abb.4.6.4 B). Die Western Blots 
bestätigen, dass nach Ionomycin und PMA Stimulation eine proteolytische Spaltung von 







Weitere Untersuchungen der Tim-4 Deletionsmutanten, die nicht an eine AP fusioniert 
waren, zeigten ähnliche Resultate. Die Freisetzung von löslichen Tim-4 Proteinen erfolgte bei 
allen Deletionsvarianten (Tim-4 Δ304-313, Δ294-303 und Δ284-293), wenn diese mit 
Ionomycin und PMA stimuliert wurden (Abb.4.6.5 B). Mit dieser Strategie war es also nicht 
möglich, eine unspaltbare Tim-4 Variante zu erstellen. Es konnte aber festgestellt werden, 
dass das Shedding der Mutante Tim-4 Δ304-313 nach Stimulation mit PMA im Vergleich zu 


















































































Abb. 4.6.5 Expression und Shedding von Tim-4 Deletionsmutanten in transient transfizierten 
HEK293 Zellen 
(A) Die Oberflächenexpression von Tim-4-Δ304-313, -Δ294-303 und -Δ284-293 in transient 
transfizierten HEK293 Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. Hierzu wurden T27-2 
bzw. Isotypkontrolle (IgG2a, grau) und der sekundäre anti-Maus-APC Antikörper eingesetzt.  
(B) Transient transfizierte HEK293-Tim-4, -Δ304-313, -Δ294-303 und -Δ284-293 wurden mit 
Ionomycin (5 µM, 30 min) oder PMA (100 nM, 60 min) stimuliert. Die Überstände und Lysate wurden 











4.7 Proteolytische Spaltung der Ektodomäne von endogenem Tim-1 in 769-P 
Zellen  
 
Lösliche Tim-1 Proteine dienen als biologische Marker bei akutem Nierenschaden oder 
einem Nierenkarzinom beim Menschen [60, 64, 67]. Auch aus diesem Grund ist es von 
besonderem Interesse, die proteolytische Spaltung von endogenem Tim-1 zu untersuchen. 
Dafür wurde eine Nierenkarzinomzelllinie (769-P Zellen) eingesetzt, welche Tim-1 exprimiert 
[6]. 769-P Zellen wurden wie unter Punkt 3.2.5 beschrieben stimuliert. Anschließend wurden 
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Abb. 4.7.1 Induziertes Shedding von endogenem Tim-1 in 769-P Zellen 
(A-B) 769-P Zellen wurden mit BzATP (500 µM, 30 min), Ionomycin (5 µM, 30 min) oder PMA (100 
nM, 60 min) stimuliert. Die Zugabe von Inhibitoren, (A) ADAM 10 Inhibitoren GI (3 µM) und (B) 
A10pro (10 µM), (A) ADAM10/17 Inhibitor GW (3 µM) erfolgte 30 min vor der Stimulation. Die 
Überstände und Lysate wurden mittels Western Blot mit Tim-1 und β-Aktin Antikörpern analysiert. 
 
Die Freisetzung von löslichem Tim-1 in 769-P Zellen wurde durch eine Stimulation mit 
Ionomycin, BzATP und PMA induziert (Abb.4.7.1 A). Der Einsatz von Inhibitoren zeigte, dass 
der ADAM10 Inhibitor GI und der ADAM10 und ADAM17 Inhibitor GW das BzATP- und 
Ionomycin induzierte Shedding von Tim-1 in 769-P Zellen komplett inhibierten. 
PMA-induziertes Shedding von endogenem Tim-1 wurde dagegen nur teilweise durch den 
ADAM10 Inhibitor GI und komplett durch den ADAM10 und ADAM17 Inhibitor GW blockiert 
(Abb.4.7.1 A). Die ADAM10 Prodomäne hemmte die Ionomycin-induzierte Freisetzung von 
endogenem Tim-1 und hatte keinen Einfluss auf das PMA-induzierte Shedding von Tim-1 in 
769-P Zellen (Abb.4.7.1 B).  
 
Als nächstes wurde in 769-P Zellen die Expression von ADAM10 und ADAM17 mittels 
Transfektion mit siRNA herunterreguliert. Die Oberflächenexpression von ADAM10 und 
ADAM17 wurde mittels Durchflusszytometrie verifiziert. Wurden die Zellen mit Kontroll-
siRNA transfiziert, wurde die Expression von ADAM10 und ADAM17 in 769-P Zellen nicht 







 Nach einer Transfektion mit siRNA, gerichtet gegen ADAM10 und/oder ADAM17, wurde die 
Oberflächenexpression beider Proteasen deutlich reduziert (Abb.4.7.2 A). Entsprechend zu 
den vorherigen Ergebnissen war die Freisetzung von löslichem Tim-1 nach Stimulation mit 
Ionomycin in ADAM10 sowie in ADAM10 und ADAM17 defizienten 769-P Zellen deutlich 
reduziert (Abb.4.7.2 B). Außerdem wurde die PMA-induzierte Spaltung der Tim-1 
Ektodomäne in ADAM17 sowie in ADAM10 und ADAM17 defizienten Zellen inhibiert (Abb. 
4.7.3 C). Diese Ergebnisse bestätigen, dass die Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 an 







































































Abb. 4.7.2 Expression von ADAM10 und ADAM17 und Induziertes Shedding in 769-P Zellen 
defizient für ADAM10 und / oder ADAM17 mittels siRNA in 769-P Zellen 
769-P Zellen wurden mit siRNA gerichtet gegen ADAM10 und/oder ADAM17 sowie mit Kontroll-
siRNA transient transfiziert. (A) Durchflusszytometrische Untersuchung der Oberflächenexpression 
von ADAM10 und ADAM17 in 769-P Zellen. Für die ADAM10-Detektion wurde ADAM10-PE 
Antikörper bzw. Isotypkontrolle IgG1-PE (grau) und für ADAM17-Detektion, ADAM-17 Antikörper 
bzw. Isotypkontrolle IgG1-FITC (grau) eingesetzt. (B-C) Die mit siRNA transfizierten 769-P Zellen 
wurden mit Ionomycin (5 µM, 30 min) oder PMA (100 nM, 60 min) stimuliert. Die Überstände und 







4.8 Matrix Metalloproteinase 3 ist nicht in das Ionomycin- und PMA-
induzierte Shedding von Tim-1 involviert 
 
Vor kurzem wurde berichtet, dass an der Freisetzung von löslichem Tim-1 die Matrix 
Metalloprotease 3 (MMP-3) beteiligt ist. Tim-1 Shedding durch MMP-3 wurde mit TNF-α 
oder humanem Serumalbumin in den proximalen Tubulsepithelzellen induziert [88]. Aus 
diesem Grund wurde die Beteiligung der MMP-3 Protease an dem Ionomycin- und PMA-
induzierten Shedding von Tim-1 untersucht. Hierzu wurde der MMP-3 spezifische Inhibitor 
MI eingesetzt. Der MI Inhibitor hemmt MMP-3 mit einer 1200-fach größeren Affinität im 
Vergleich zu MMP-1, -2, -9, und 14. Außerdem ist die Hemmung der MMP-3 Protease mit 
dem MI Inhibitor 100-fach stärker als die Inhibition der MMP-13. Ferner besitzt MI keine 
Affinität zu ADAM17 [154].  
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Abb. 4.8.1 MMP-3 ist nicht an PMA und Ionomycin induziertem Shedding von Tim-1 beteiligt 
 (A) Transient transfizierte HEK293-AP-Tim-1 und (B - C) 769-P Zellen wurden mit Ionomycin (5 µM, 
30 min) oder PMA (100 nM, 60 min) stimuliert. Die Zugabe von Inhibitoren, ADAM 10 Inhibitor GI 
(3 µM), ADAM10 und ADAM17 Inhibitor GW (3 µM) und MMP-3-Inhibitor MI (3 µM) erfolgte 30 min 
vor der Stimulation. (A) Die Überstände und Lysate wurden mittels AP-Assay analysiert. Die AP-
Aktivität wurde als ein Verhältnis der AP-Aktivität im Überstand relativ zu der gesamten AP-Aktivität 
(Überstände + Lysate) berechnet. Die Werte repräsentieren Mittelwerte (± Standardabweichung) 
eines repräsentativen Experimentes (n=3); n.s. = nicht signifikant, *** = p< 0,001 (ungepaarter 
Student`s t-Test). (B-C) Die Überstände und Lysate wurden mittels Western Blot mit anti-Tim-1 und 







Untersucht wurden transient transfizierte HEK293-AP-Tim-1 und 769-P Zellen. Die AP-
Aktivität von AP-Tim-1 nach einer Stimulation mit Ionomycin und PMA wurde durch den 
MMP-3 Inhibitor MI nicht beeinflusst (Abb.4.8.1 A). Die Ionomycin- und PMA-induzierte 
Freisetzung von löslichem Tim-1 in 769-P Zellen wurde durch die ADAM Inhibitoren GI und 
GW und nicht durch den MMP-3 Inhibitor MI blockiert (Abb.4.8.1 B und C). Diese Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass MMP-3 nicht an dem Ionomycin- oder PMA-induziertem Shedding 
von Tim-1 beteiligt ist. 
 
4.9  Expression und Analyse der proteolytischen Spaltung der Tim-4 
Ektodomäne in humanen Makrophagen 
 
Tim-4 wird ausschließlich auf antigenpräsentierenden Zellen (APCs) exprimiert [28, 76, 77]. 
Tim-4 bindet an Phosphatidylserin und Tim-4+ Makrophagen sind an der Phagozytose 
apoptotischer Zellen beteiligt [14, 28]. Eine Behandlung von Mäusen mit Tim-4 Antikörpern 
inhibierte die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen im Thymus und führte 
zu einer Entwicklung von Autoantikörpern, welche eine große Rolle bei Allergieerkrankungen 
spielen [16, 28]. Die Spaltung von Tim-4 auf Makrophagen könnte eine Rolle bei der 
Regulation der Phagozytose spielen. Für die Untersuchung der proteolytischen Spaltung von 
endogenem Tim-4 wurden humane Makrophagen aus Monozyten generiert (siehe 3.2.8). 
Dazu wurden CD14+ Monozyten aus PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) isoliert und 
mit M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor) stimuliert. Durch die Behandlung mit 
M-CSF differenzieren Monozyten zu Makrophagen des Typs M1 [157]. Zunächst wurde der 
Zeitpunkt der höchsten Tim-4 Expression auf den generierten Makrophagen mittels 
Durchflusszytometrie bestimmt. Nach einer sechstägigen Differenzierung wurde Tim-4 auf 
der Zelloberfläche von Makrophagen detektiert. Nach einer zehntägigen Differenzierung war 
die Tim-4 Expression maximal (Abb. 4.9.1 A). Aus diesem Grund wurden für die weiteren 
Versuche 10 Tage ausdifferenzierte Makrophagen verwendet. Für die Analyse des Sheddings 
von Tim-4 wurden Makrophagen mit Ionomycin, PMA und BzATP stimuliert. Anschließend 
erfolgte die Verifizierung der Tim-4 Oberflächenexpression auf den Makrophagen (Abb.4.9.1 
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Abb. 4.9.1 Expression von endogenem Tim-4 auf in vitro differenzierten Makrophagen 
(A-C) Durchflusszytometrische Tim-4 Oberflächenexpression in mit M-CSF differenzierten humanen 
Makrophagen. Tim-4 Detektion erfolgte mit T27-2 Antikörper oder Isotypkontrolle (IgG2a, grau) und 
sekundärem anti-Maus-APC Antikörper. (A) Nach 6-, 7- und 10-tägiger Differenzierung wurden die 
Makrophagen auf Tim-4 Oberflächenexpression untersucht. (B-C) Nach zehntägiger Differenzierung 
wurden die Makrophagen auf 12-Well-Platten ausgesät und für weitere 48 h kultiviert. Anschließend 
erfolgte die Stimulation mit (B) Ionomycin (1 µM, 30 min) oder PMA (100 nM, 60 min) sowie mit (C) 
BzATP (500 µM, 30 min) und den ADAM 10 Inhibitor GI (3 µM) sowie ADAM10 und ADAM17 Inhibitor 
GW (3 µM), welche 30 min vor BzATP-Stimulation zugesetzt wurden (Kontr. = nicht stimuliert). 
 
Interessanterweise stellte sich heraus, dass eine Stimulation mit Ionomycin oder PMA zu 
einer Steigerung der Tim-4 Oberflächenexpression auf den Makrophagen führte (Abb.4.9.1 
B). Die Stimulation mit BzATP führte dagegen zu einer leichten Reduktion von Tim-4 auf der 
Zelloberfläche. Der ADAM10 Inhibitor GI, sowie der ADAM10 und ADAM17 Inhibitor GW 
hatten jedoch keinen Einfluss auf die geringere Oberflächenexpression von Tim-4 nach 
BzATP-Stimulation (Abb. 4.9.1. C). Die Reduktion von Tim-4 Expression auf der Zelloberfläche 
ist zwar ein Hinweis für eine mögliche proteolytische Spaltung von Tim-4, eine Beteiligung 







In einer Studie wurde gezeigt, dass eine Behandlung von Makrophagen mit LPS 
(Lipopolysaccharid) zu einer deutlichen Reduktion der Tim-4 Expression auf murinen, 
residenten peritonealen Makrophagen führt [76]. Als nächstes wurde deswegen LPS zur 
Induktion der proteolytischen Spaltung von Tim-4 auf Makrophagen eingesetzt. 
Anschließend wurde die Oberflächenexpression von Tim-4 auf Makrophagen mittels 
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Abb. 4.9.2 Shedding von Tim-4 auf in vitro differenzierten Makrophagen 
Durchflusszytometrische Tim-4 Oberflächenexpression in mit M-CSF differenzierten humanen 
Makrophagen. Tim-4 Detektion erfolgte mit T27-2 Antikörper oder Isotypkontrolle (IgG2a, grau) und 
sekundärem anti-Maus-APC Antikörper. (A) Nach zehntägiger Differenzierung wurden die 
Makrophagen auf 12-Well-Platten ausgesät und für weitere 48 h kultiviert. Anschließend erfolgte die 
Stimulation mit LPS (1 µg/ml, 120 min) und den ADAM-Inhibitoren GI (3 µM) und GW (3 µM), welche 









Die Stimulation der differenzierten Makrophagen mit LPS führte zu einer deutlichen 
Reduktion der Tim-4 Expression auf der Zelloberfläche im Vergleich zu den nicht stimulierten 
Zellen. Mit Hilfe des ADAM10 Inhibitors GI wurde das LPS-induzierte Shedding von Tim-4 
geringfügig inhibiert. Der Einsatz des ADAM10 und ADAM17 Inhibitors GW, sowie des 
Breitbandmetalloproteaseinhibitor Marimastat (MA) führte dagegen zu einer deutlichen 
Hemmung der LPS-induzierten Reduktion der Oberflächenexpression von Tim-4 auf 
Makrophagen. Diese Daten deuten darauf hin, dass eine LPS-Stimulation die proteolytische 
Spaltung von Tim-4 auf den Makrophagen induziert, an welcher die Proteasen ADAM10 und 
ADAM17 beteiligt sind.   
 
4.10 Lokalisation von Tim-4 in humanen Makrophagen 
 
 
In einer Studie wurde berichtet, dass murines Tim-4 diffus verteilt auf der Plasmamembran 
von murinen peritonealen Makrophagen lokalisiert ist. Erst bei Vorhandensein apoptotischer 
Zellen konzentriert sich Tim-4 am Punkt der Interaktion zwischen den Makrophagen und 
apoptotischen Zellen [76]. Desweiteren wurde die Lokalisation von Tim-1 auf murinen 
Lymphozyten von Santiago et al. 2007 untersucht [17]. Dabei stellte sich heraus, dass Tim-1 
auf der Plasmamembran der prä-B-Zellen, in einzelnen Punkten konzentriert, lokalisiert ist. 
Interessanterweise findet nach einer Stimulation mit Ionomycin und PMA eine starke 
Translokation von Tim-1 zur Zelloberfläche statt [17]. Außerdem wurde gezeigt, dass Tim-1 
einer konstitutiven Internalisierung und einem konstitutiven Rücktransport zur der 
Zelloberfläche in 769-P Zellen unterliegt [37].  
 
Eine weitere Untersuchung sollte Aufschluss über die Lokalisation von Tim-4 in 
unbehandelten oder mit Ionomycin, BzATP und PMA stimulierten M-CSF-differenzierten 
Makrophagen geben. Dazu wurden 10 Tage mit M-CSF-differenzierte Makrophagen mit 
Ionomycin oder PMA stimuliert. Anschließend erfolgte die Detektion von Tim-4 mittels 
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Abb. 4.10.1 Lokalisation von endogenem Tim-4 auf in vitro differenzierten Makrophagen 
(A-B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach zehntägiger Differenzierung humaner 
Makrophagen mit M-CSF (100 ng/ml). Die Makrophagen wurden mit IM (1 µM, 30 min), PMA 
(100 nM) stimuliert oder unbehandelt für die Immunfluoreszenzfärbung eingesetzt. (A) Die 
Plasmamembran der Makrophagen wurde entweder unbehandelt oder permeabilisiert. Färbung mit 
T27-2 (Tim-4, rot), WGA (Plasmamembran, grün) und DAPI (Zellkern, blau). (B) Die Färbung mit T27-2 
(Tim-4, rot) und DAPI (Zellkern, blau) erfolgte nach einer Permeabilisierung der Plasmamembran. 
Sequenzielle Aufnahmen mit einem 60x-Objektiv und einer numerischen Apertur von 1,35.  
 
In den unbehandelten Makrophagen wurde Tim-4 konzentriert an einzelnen Stellen der 
Plasmamembran detektiert (Abb.4.10.1 A). Erst nach einer Permeabilisierung der 
Zellmembran konnte gezeigt werden, dass Tim-4 auch im Zellinneren vorhanden ist 
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Abb. 4.10.2 Translokation von Tim-4 nach Stimulation auf in vitro differenzierten Makrophagen 
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach zehntägiger Differenzierung humaner Makrophagen 
mit M-CSF (100 ng/ml). Die Makrophagen wurden mit IM (1 µM, 30 min), PMA (100 nM) oder BzATP 
(500 µM, 30 min) stimuliert oder unbehandelt für die Immunfluoreszenzfärbung eingesetzt. Die 
Färbung erfolgte mit T27-2 (Tim-4, rot), WGA (Plasmamembran, grün) und DAPI (Zellkern, blau). 
Sequenzielle Aufnahmen mit einem 60x-Objektiv und einer numerischen Apertur von 1,35. 
  
Nach der Stimulation der Makrophagen mit Ionomycin oder PMA wurde eine verstärkte 
Translokation von Tim-4 zur Plasmamembran beobachtet (Abb. 4.10.2). Die Stimulation mit 







Makrophagen (Abb. 4.10.2). Obwohl die Zellen nicht permeabilisiert wurden, konnte Tim-4 
in diesen Präparaten im Zellinneren detektiert werden. Das liegt daran, dass BzATP eine 
Permeabilität der Plasmamembran für größere Moleküle induzieren kann [158]. Diese 
Beobachtungen bestätigten die mittels Durchflusszytometrie gewonnenen Ergebnisse (Abb. 
4.9.1 B und C). Tim-4 wird durch Stimulation mit Ionomycin oder PMA verstärkt auf der 
Zelloberfläche exponiert. Dieser Prozess macht es schwierig das Shedding von endogenem 
Tim-4 auf Makrophagen nach Stimulation mit Ionomycin oder PMA nachzuweisen. Ein 
eindeutiger Nachweis von löslichem Tim-4 im Überstand stimulierter Makrophagen könnte 
mittels eines ELISAs erbracht werden. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit existierter allerdings noch 
kein Tim-4 ELISA, der sensitiv genug wäre, um endogenes lösliches Tim-4 nachzuweisen.  
 
4.11 Lösliche Tim-1 und Tim-4 Proteine binden an Phosphatidylserin 
 
Membranständige Tim-1 und Tim-4 Proteine binden an Phosphatidylserin und vermitteln die 
Phagozytose apoptotischer Zellen [14, 28]. Miyanishi et al. haben 2007 gezeigt, dass lösliche 
Tim-1-Fc und Tim-4-Fc Fusionsproteine (Tim-1 und Tim-4 fusioniert mit der Fc-Region eines 
humanen IgG1) fähig waren, an Phosphatidylserin zu binden [28]. Dementsprechend liegt die 
Vermutung nahe, dass natürlich vorkommende, durch ADAM-Proteasen generierte, lösliche 
Tim-1 und Tim-4 Proteine auch an Phosphatidylserin binden können. Um eine Interaktion 
zwischen löslichen Tim-1 oder Tim-4 und Phosphatidylserin zu untersuchen, wurde ein 
Phospholipid-ELISA durchgeführt. Dazu wurden transient transfizierte HEK293-Tim-1 oder 
HEK293-Tim-1 Δ282-288 und stabil transfizierte HEK293-Tim-4 Zellen verwendet. Die Zellen 
wurden wie unter Punkt 3.2.5 beschrieben stimuliert. Anschließend wurden die Überstände 
mittels Phospholipid-ELISA untersucht. Dabei wurde ein weiteres Phospholipid, 
Phosphatidylcholin, als Kontrolle verwendet. 
 
Wie in der Abb.4.11.1 A und B zu sehen ist, binden die durch ADAM-Proteasen entstandenen 
löslichen Tim-1 und Tim-4 Proteine spezifisch an Phosphatidylserin und nicht an 
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Abb. 4.11.1 Bindung der löslichen Tim-1 und Tim-4 Proteine an Phosphatidylserin  
(A-E) Phospholipid-ELISA beschichtet mit (A-C) Phosphatidylserin und (D-E) mit Phosphatidylserin (PS) 
oder Phosphatidylcholin (PC). (A) HEK293-Tim-1, (C) HEK293-Tim-1 Δ282-288 oder (B) HEK293-Tim-4 
wurden mit Ionomycin (5 µM, 30 min) oder PMA (100 nM, 60 min) stimuliert. Die Zugabe von 
Inhibitoren, ADAM 10 Inhibitor GI (3 µM) und ADAM10 und 17 Inhibitor GW (3 µM) erfolgte 30 min 
vor der Stimulation. Die Überstände wurden in einem Phopsholipid-ELISA mit Hilfe von biotinylierten 
Tim-1 und T27-2 (Tim-4) Antikörpern untersucht. Die Werte repräsentieren Mittelwerte 
(± Standardabweichung) eines repräsentativen Experimentes (n=3); *** = p< 0,001 (ungepaarter 
Student`s t-Test).  
 
Durch den Einsatz der Inhibitoren GI und GW wurde die Generierung von löslichen Tim-1 
und Tim-4 Proteinen gehemmt. Aufgrund der verminderten Menge an löslichem Tim-1 und 
Tim-4 wurde eine reduzierte Bindung an Phosphatidylserin in diesen Proben beobachtet 
(Abb.4.11.1 A und B). Eine weitere Kontrolle stellt der Überstand der Tim-1 Δ282-288 







reduziert im Vergleich zu Tim-1 (Abb.4.11.1 C). Nach Stimulation mit Ionomycin und PMA ist 
das Shedding der Tim-1 Δ282-288 Mutante deutlich reduziert im Vergleich zur Wildtyp-
Variante (Abb. 4.6.2 B und C). Folglich war im Überstand nicht genug lösliches Tim-1 Protein 
vorhanden, welches durch die Bindung an Phosphatidylserin detektiert werden könnte. 
Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass lösliche Tim-1 und Tim-4 Proteine fähig sind an 
Phosphatidylserin zu binden. 
 
4.12 Induktion des ADAM-vermittelten Tim-1 Shedding korreliert mit einem 
erhöhten Invasionsverhalten von 769-P Zellen 
 
2013 zeigten Cuadros et al., dass ein Anstieg des Sheddings von Tim-1 zu einem erhöhten 
invasiven Verhalten der Nierenkarzinomzellen 786-O führt. In diesen Experimenten wurde 
festgestellt, dass die Transfektion von 786-O Zellen mit einer unspaltbaren Tim-1 Variante 
das Invasionsverhalten der Zellen nicht beeinflusst. Die Transfektion mit einer Tim-1 
Variante, welche spontan und viel intensiver als die Wildtyp-Variante gespalten wird, führte 
dagegen zu einem erhöhten Invasionsverhalten der 786-O Zellen [64]. In dieser Arbeit 
wurden die 769-P Zellen für die Analyse des Invasionsverhaltens eingesetzt, da es zum 
Zeitpunkt dieser Arbeit die 786-O Zellen nicht zugänglich waren. 
 
Die Invasionsfähigkeit von 769-P Zellen wurde mittels Invasionsassay wie im Punkt 3.2.9 
beschrieben untersucht. Invasive Zellen zerstören die verwendete Matrigel-Matrix, wandern 
durch diese hindurch und können anschließend mittels Kristallviolett-Färbung nachgewiesen 
werden. 
Die PMA-Stimulation induzierte eine erhöhte Invasionsfähigkeit von 769-P Zellen in die 
Matrigel-Matrix. Mit Hilfe von eingesetzten Metalloproteaseninhibitoren wurde die Invasion 
der PMA-stimulierten 769-P Zellen in die Matrigel-Matrix deutlich reduziert. Die PMA-
induzierte Invasionsfähigkeit von 769-P Zellen wurde durch den Einsatz des ADAM10 
Inhibitors GI gehemmt. Der Breitbandmetalloproteaseinhibitor MA sowie der ADAM10 und 
ADAM17 Inhibitor GW blockierten die PMA-induzierte Invasion der 769-P Zellen noch stärker 








Die Daten deuten darauf hin, dass die ADAM17 Aktivierung für den Invasionsprozess 
verantwortlich ist. Dieses verstärkte Invasionsverhalten von 769-P Zellen korreliert mit dem 
PMA-induziertem Shedding von Tim-1. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem 
Invasionsverhalten und Tim-1 Shedding konnte hier aber nicht festgestellt werden.  
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Abb. 4.12.1 PMA-Stimulation induziert Invasion von 769-P Zellen.  
(A-B) 769-P Zellen wurden in mit Matrigel-Matrix beschichteten Transwell Inserts ausgesät. Die 
Inhibitoren, Metalloproteasen Inhibitor MA (3-10 µM), ADAM10 Inhibitor GI (3 µM) und ADAM10/17 
Inhibitor GW (3 µM) wurden 30 min vor der Stimulation mit PMA (100 nM) zugegeben. (A) Nach 24 
Stunden wurden die Zellen fixiert und mit Kristallviolett gefärbt (Digitalbilder). (B) Die Kristallviolett-
Färbung wurde mit einer 10%-igen Essigsäure abgelöst und die Intensität der Färbung bei 595 nm in 
einem Mikrotiterplattenleser gemessen. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte der relativen 










In dieser Arbeit wurde die Generierung von löslichen Tim-1 und Tim-4 Proteinen mittels 
proteolytischer Spaltung (Ectodomain Shedding) untersucht. Tim-1 und Tim-4, Mitglieder der 
Tim-Familie (T cell Immunoglobulin and Mucin domain) spielen eine wichtige Rolle bei der 
Regulierung der Immunantworten sowie der Immuntoleranz [79]. Tim-1 ist außerdem in die 
Regenerierung des ischämisch beschädigten Tubulusepithels der Niere involviert [22, 62]. 
Die Tim-1 Ektodomäne, bestehend aus der Immunglobulin- und Mucin-Domäne, kann durch 
proteolytische Spaltung prozessiert und als lösliche Form mit dem Urin ausgeschieden 
werden [6, 66]. Diese lösliche Tim-1 Variante dient als ein sensitiver Biomarker bei akutem 
Nierenschaden sowie bei Nierenzellkrebs [60, 64, 67]. Untersuchungen zur proteolytischen 
Spaltung der Tim-1 Ektodomäne zeigten, dass Metalloproteasen in diesen Prozess involviert 
sind [6, 66]. In der vorliegenden Arbeit konnte festgestellt werden, dass Tim-1 durch 
ADAM10 und ADAM17 zu seiner löslichen Form prozessiert werden kann. Außerdem wurde 
gezeigt, dass auch Tim-4 proteolytischer Spaltung durch ADAM10 und ADAM17 unterliegt. 
 
5.1 ADAM10 und ADAM17 sind die Tim-1 und Tim-4 spaltende Proteasen 
 
 
In dieser Arbeit wurden ADAM10 und ADAM17 durch verschiedene Methoden als Tim-1 und 
Tim-4 spaltende Proteasen identifiziert. Mittels Immunoblot-Analyse von konzentrierten 
Überstanden transient transfizierter HEK293-Tim-1 und -Tim-4 Zellen, welche mit Shedding-
induzierenden Stimulanzien (BzATP, Ionomycin, PMA) behandelt wurden, konnten lösliche 
Tim-1 und Tim-4 Proteine nachgewiesen werden. Durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren 
der ADAM10- (GI und ADAM10 Pro-Domäne) und ADAM17- (GW) Aktivität wurde 
festgestellt, dass beide Proteasen, abhängig von den eingesetzten Stimulanzien, die 
proteolytische Spaltung rekombinanter Tim-1 und Tim-4 Proteine vermitteln. Auch durch die 









Überraschenderweise zeigte sich, dass der ADAM10-Inhibitor GI in der Lage war, PMA-
induziertes Shedding von Tim-1 und Tim-4 partiell zu inhibieren, obwohl ein anderer 
ADAM10-Inhibitor, die ADAM10 Pro-Domäne, das Shedding nach PMA-Stimulation nicht 
unterdrücken konnte. In den ADAM10 defizienten MEFs (murine embryonale Fibroblasten) 
führte die Stimulation mit PMA zum Shedding von Tim-4. Die proteolytische Spaltung von 
Tim-1 wurde dagegen nur sehr schwach mittels PMA in ADAM10-/- MEFs induziert. PMA 
aktiviert die Proteinkinase C, welche in der Lage ist ADAM17 aber nicht ADAM10 zu 
aktivieren [144]. Der ADAM10-Inhibitor GI kann neben ADAM10 auch Matrix-
Metalloproteasen, wie MMP-9 und MMP-13 inhibieren [114]. Es wurde berichtet, dass Tim-1 
durch MMP-3 [88] oder MT1-MMP [159] gespalten werden kann. Der Einfluss dieser 
Proteasen auf das mittels PMA-induzierte Shedding von Tim-1 und Tim-4 kann jedoch 
weitgehend ausgeschlossen werden. Zum einen wurde in beiden Studien nicht PMA zur 
Stimulation der proteolytischen Spaltung von Tim-1 eingesetzt [88, 159]. Zum anderen kann 
der ADAM10-Inhibitor GI die Aktivität dieser Proteasen nicht unterdrücken [114]. Weiterhin 
konnte hier gezeigt werden, dass ein MMP-3 spezifischer Inhibitor (MI) in das PMA-oder 
Ionomycin-induzierte Shedding von rekombinantem sowie endogenem Tim-1 nicht involviert 
ist. Der eingesetzter MI Inhibitor inhibiert mit einer mindestens 100-fach größeren Affinität 
MMP-3 im Vergleich zu den MMP-1, -2, -9, -13 und 14 [154]. 
Für ein besseres Verständnis der Wirkung von GI auf das PMA-induzierte Shedding von Tim-1 
und Tim-4 wurden weitere Versuche durchgeführt, in denen unterschiedliche 
Konzentrationen der ADAM-Inhibitoren GI und GW eingesetzt wurden. Eine vorweg 
gewählte Konzentration von GI und GW von 3 µM beruhte neben den experimentellen 
Erfahrungen der Arbeitsgruppe auf zahlreichen Publikationen, welche bestätigten, dass diese 
Konzentration von GI und GW spezifisch die Aktivität von ADAM10 und ADAM17 hemmt 
[115, 142]. In anderen Studien konnte dagegen die Spezifität dieser Inhibitoren durch den 
Einsatz von geringeren Konzentrationen (0,2-1 µM) erreicht werden [114, 155]. Durch den 
Einsatz einer Konzentrationsreihe von GI und GW (0,2-3 µM) konnte in dieser Arbeit gezeigt 
werden, dass selbst die geringste GI-Konzentration (0,2 µM) signifikant das Ionomycin-
induzierte Shedding von Tim-1 und Tim-4 inhibierte. Das gleiche galt für den ADAM10 und 17 
Inhibitor GW, welcher in einer Konzentration von 0,2 µM in der Lage war, das PMA-
induzierte Shedding von Tim-1 und Tim-4 zu hemmen. Mittels des ADAM10 Inhibitors GI bei 







induzierten Freisetzung von löslichen Tim-1 und Tim-4. Damit konnte gezeigt werden, dass 
die proteolytische Spaltung von Tim-1 und Tim-4 durch ADAM10 nach Stimulation mit 
Ionomycin und durch ADAM17 nach Stimulation mit PMA erfolgt. Die Untersuchung des 
Sheddings von endogenem Tim-1 in der Nierenkarzinomzelllinie 769-P, bei welcher die Tim-1 
Expression hochreguliert ist, bestätigte diese Erkenntnis. Mittels Transfektion von 769-P 
Zellen mit den spezifischen siRNA-Oligonukleotiden konnte die Expression von ADAM10 und 
ADAM17 stark herunter reguliert werden. Es zeigte sich, dass Tim-1 nach einer Stimulation 
mit Ionomycin durch ADAM10 und nach Stimulation mit PMA in diesen Zellen durch 
ADAM17 gespalten wird.  
 
5.2 ADAM-Spaltregion von Tim-1 und Tim-4 und der Einfluss der ICD auf das 








Die Vorhersage der ADAM-Spaltstelle bei ihren Substraten ist schwierig, da keine 
konservierte Spaltungssequenz der ADAM-Substrate existiert. Bekannt ist, dass die ADAM-
Spaltstelle nahe der Juxtamembran-Region, welche sich in der extrazellulären Domäne nah 
an der Transmembranregion befindet, lokalisiert ist [144, 160]. Zhang et al. generierten eine 
Tim-1 Mutante, (Δ278–283 FLEHSLL), welche nicht mehr proteolytisch prozessiert wird. 
Dabei wurde zur Induktion des Tim-1 Sheddings Pervanadat (ein Tyrosinphosphatase-
Inhibitor) eingesetzt. In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass nach der Stimulation mit 
Ionomycin oder PMA die proteolytische Spaltung der Tim-1 Mutante (Δ282–289 FLEHSLL) im 
Vergleich zu Wildtyp-Variante signifikant reduziert war. Die Aminosäure-Sequenz FLEHSLL ist 
demnach sehr wahrscheinlich die Spaltstelle für ADAM10 und ADAM17 bei Tim-1. Um die 
Spaltregion bei Tim-4 einzugrenzen, wurden Tim-4-Mutanten hergestellt, bei welchen zehn 
Aminosäuren im Bereich der Juxtamembran-Region deletiert wurden. Die ADAM-Spaltregion 
von Tim-4 konnte mittels der generierten Mutanten jedoch nicht identifiziert werden, da alle 
hergestellten Mutanten proteolytisch gespalten wurden. Es konnte aber eine Reduktion des 
PMA-induzierten Sheddings für die Tim-4 Δ304-313 Mutante festgestellt werden, wobei 








Die intrazelluläre Domäne (ICD) von Substraten der ADAM-Proteasen kann einen Einfluss auf 
die proteolytische Prozessierung haben. Bei einigen EGFR-Liganden, welche proteolytisch 
durch ADAM10 oder 17 prozessiert werden, ist die ICD wichtig für das induzierte und 
konstitutive Shedding dieser Substrate [161]. Auch bei L-Selektin ist die ICD essentiell für das 
ADAM-vermittelte Shedding [162]. Andererseits war die ICD des IL-6-Rezeptors nicht 
relevant für das ADAM17-vermittelte Shedding [163]. Der Einfluss der ICD auf das Shedding 
ist substratabhängig und muss für jedes Substrat untersucht werden. In dieser Arbeit wurde 
festgestellt, dass die Deletion der intrazellulären Domäne von Tim-1 und Tim-4 keinen 
Einfluss auf das Ionomycin oder PMA-induzierte Shedding dieser Proteine hatte. 
 




Tim-4 wird ausschließlich auf APCs (Antigen Presenting Cells) exprimiert [14, 25] und aus 
diesem Grund war es wichtig, das Tim-4 Shedding in physiologisch relevanten Zellen zu 
untersuchen. Für die Analyse der proteolytischen Spaltung des endogenen Tim-4 wurden 
humane M-CSF-differenzierte Makrophagen eingesetzt. Die Untersuchung der 
proteolytischen Spaltung von Tim-4 konnte lediglich mittels Durchflusszytometrie und 
Immunfluoreszenzfärbung erfolgen, da zum Zeitpunkt dieser Arbeit keine weiteren 
Detektionsmöglichkeiten für lösliches Tim-4 (wie zum Beispiel ein Tim-4-ELISA) existierten. 
Eine Reduzierung der Oberflächenexpression eines Proteins stellt einen Hinweis für die 
proteolytische Spaltung dieses Proteins dar und kann für die Analyse des Sheddings 
herangezogen werden. Überraschenderweise führte eine Stimulation mit Ionomycin oder 
PMA zu einer Hochregulation der Tim-4 Expression auf der Zelloberfläche. Eine Neusynthese 
von Tim-4 wurde auf Grund der kurzen Stimulationszeit (30 – 60 min) ausgeschlossen. Die 
Detektion von Tim-4 auf Makrophagen mittels Immunfluoreszenzfärbung bestätigte die 
Ergebnisse der Durchflusszytometrie. Es wurde beobachtet, dass Tim-4 auf der 
Zelloberfläche von Makrophagen auf einen Punkt konzentriert ist. Dieses Verteilungsmuster 
von Tim-4 wurde bereits in einer anderen Studie beschrieben [76]. Nach einer Stimulation 
mit Ionomycin oder PMA wurde Tim-4 zur Zelloberfläche von Makrophagen transloziert. Der 







Behandlung mit Ionomycin oder PMA. Das gleiche Phänomen wurde bereits für Tim-1 
beschrieben, welches nach einer Ionomycin-Stimulation vermehrt auf der Zelloberfläche zu 
finden war [17]. Die erhöhte Translokation von Tim-4 auf die Zelloberflache von 
Makrophagen nach Stimulation mit PMA oder Ionomycin schließt das Shedding von Tim-4 
nicht aus. Allerdings war dadurch der Nachweis von Tim-4 Shedding mittels 
Durchflusszytometrie oder Immunfluoreszenzfärbung nicht möglich.  
Die Stimulation der Makrophagen mit BzATP bewirkte eine Reduktion der Tim-4 
Oberflächenexpression. Die eingesetzten Inhibitoren konnten diese Reduktion nicht 
blockieren. Außerdem konnte mittels Immunfluoreszenzfärbung festgestellt werden, dass 
Tim-4 im Zellinneren der Makrophagen nach Stimulation aufzufinden war. Eine mögliche 
Erklärung dafür wäre, dass die BzATP-Stimulation eine Internalisierung von Tim-4 hervorruft. 
Außerdem ist es möglich, dass BzATP die Freisetzung von Tim-4 von der Zelloberfläche durch 
eine andere Protease als ADAM10 oder ADAM17 induzierte. 
In einer Studie wurde gezeigt, dass eine Behandlung von primären murinen Makrophagen 
mit LPS (Lipopolysaccharid) für 16 Stunden zu einer Reduktion der Tim-4 Expression führt 
[76]. Hier konnte dagegen gezeigt werden, dass die LPS-Stimulation bereits nach zwei 
Stunden eine Reduktion der Tim-4-Expression in humanen Makrophagen hervorruft. Mittels 
der eingesetzten Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass diese Reduktion auf die Aktivität 
von ADAM17 und nicht ADAM10 zurückzuführen ist. Diese Ergebnisse liefern einen Hinweis 
dafür, dass ADAM17 in das LPS-induzierte Shedding von endogenem Tim-4 involviert ist.  
 
5.4 Lösliche Tim-1 und Tim-4 Proteine binden an Phosphatidylserin 
 
Phosphatidylserin (PS) ist ein Phospholipid, welches sich normalerweise auf der Innenseite 
der Zellmembran befindet. Apoptotische Zellen exponieren PS auf die Außenseite der 
Membran. Mittels PS-Rezeptoren können Phagozyten apoptotische Zellen erkennen und 
aufnehmen [12, 13]. Tim-1 und Tim-4 sind Rezeptoren für Phosphatidylserin und vermitteln 
die Aufnahme apoptotischer Zellen durch Phagozyten [14, 28]. In dieser Arbeit wurde 
gezeigt, dass lösliche Tim-1 und Tim-4 Proteine, freigesetzt durch die ADAM-vermittelte 
proteolytische Spaltung, weiterhin fähig waren, an PS zu binden. Die physiologische Relevanz 







denkbare Funktion dieser Interaktion wäre die Markierung PS-tragender Zellen, wie zum 
Beispiel im Fall von MFG-E8 (Milk fat globule-EGF factor 8), einem löslichen Protein, welches 
von Makrophagen zur Erkennung apoptotischer Zellen sezerniert wird. Die Opsonierung 
PS-tragender Zellen durch MFG-E8 dient der Erkennung und Aufnahme dieser Zellen durch 
Makrophagen [89]. Verschiedene Subtypen von Phagozyten exprimieren unterschiedliche 
Rezeptoren für die Erkennung apoptotischer Zellen [81]. Denkbar wäre, dass Tim-1/Tim-4-/- 
Makrophagen die apoptotischen Zellen, welche durch lösliche Tim-1/Tim-4 Proteine 
markiert worden sind, erkennen und aufnehmen könnten. Dabei könnte der 
Tim-1/Tim-4-Ligand LMIR5 eine Rolle spielen, welcher neben Neutrophilen auf Makrophagen 
und dendritischen Zellen exprimiert wird [32].  
Die Opsonierung PS-tragender Zellen durch lösliche Tim-Proteine könnte auch die Aufnahme 
dieser Zellen durch Makrophagen verhindern. Dies ist beispielsweise der Fall bei RAGE 
(Receptor for Advanced Glycation End products), welches als membranständiges Protein und 
als lösliches Protein an PS bindet. Lösliches RAGE, welches nach Prozessierung durch 
ADAM10 entsteht, besetzt die PS-Bindungsstellen an PS-tragenden Zellen und verhindert 
somit deren Aufnahme durch Makrophagen [164].  
Es ist bekannt, dass nicht-apoptotische T-Zellen kurz nach ihrer Aktivierung PS auf der 
Außenseite der Membran exponieren [165, 166]. Der Unterschied zu apoptotischen Zellen 
ist dabei die Menge von exponiertem PS. Es wurde gezeigt, dass PS-tragende Zellen erst 
dann durch die Makrophagen aufgenommen werden, wenn die Menge an PS auf der 
Außenmembran einen bestimmten Schwellenwert überschreitet [167]. Lösliche 
Tim-Proteine könnten in den Prozess der Unterscheidung zwischen apoptotischen oder 












5.5 Der Invasionsprozess einer Nierenkrebszelllinie korreliert mit Tim-1 
Shedding 
 
Untersuchungen von Nierenzellkrebs-Patienten offenbarten, dass die Menge an löslichem 
Tim-1 im Urin mit der höheren Malignität und Fähigkeit zur Metastasierung der Tumore 
korreliert [64]. Krebszellen sind resistent gegen wachstumsinhibierende Signale, induzieren 
Angiogenese sowie Migration und dringen in das umliegende Gewebe ein [168]. Es wurde 
berichtet, dass bei Nierenzellkrebs die entarteten Zellen vermehrt lösliches TGF-α durch 
ADAM17-vermittelte proteolytische Spaltung produzieren, was zu vermehrtem Wachstum 
der Tumore über den TGF-α/EGFR-Signalweg führte [169]. In vivo wurde festgestellt, dass die 
Verabreichung von ADAM17-/- Nierenkarzinomzellen (786-O) weniger Tumore bei Mäusen 
hervorriefen als Wildtyp-Zellen. Außerdem sind diese Nierenkarzinomzellen in ihrem 
Migrations- und Invasionsverhalten gehemmt [170]. Interessanterweise wurde festgestellt, 
dass die erhöhte Invasionsfähigkeit dieser Nierenkarzinomzellen (786-O) im Zusammenhang 
mit Tim-1 Shedding steht. Wenn die Nierenkarzinomzellen mit einer Tim-1-Mutante 
transfiziert wurden, welche vermehrt ohne Stimulation proteolytisch gespalten wurde, 
verstärkte sich signifikant ihre Invasionsfähigkeit [64].  
In dieser Arbeit wurde das Invasionsverhalten einer Nierenkarzinomzelllinie 769-P im 
Zusammenhang mit dem Tim-1 Shedding untersucht. Es zeigte sich, dass die ADAM17-
Aktivierung mittels PMA das Invasionsverhalten dieser Zellen signifikant erhöhte und dass 
der ADAM17-Inhibitor GW dieses Invasionsverhalten blockierte. Eine PMA-Stimulation von 
769-P Zellen führt auch zur Generierung des löslichen Tim-1 Proteins durch ADAM17. Ein 
kausaler Zusammenhang zwischen dem Invasionsverhalten, der ADAM17-Aktivierung und 
Tim-1 Shedding konnte dennoch nicht festgestellt werden. Es wurde lediglich eine 
Korrelation zwischen dem erhöhtem Invasionsverhalten und mittels PMA induziertem 
Shedding von Tim-1 festgestellt. Da die Nierenkarzinomzelllinie 769-P eine erhöhte 
Expression von Tim-1 aufweist, war eine Transfektion dieser Zellen mit der unspaltbaren 
Tim-1-Variante nicht möglich. Für die Aufklärung des Invasionsverhaltens im Zusammenhang 
mit Tim-1 Shedding sind weitere Untersuchungen nötig. Dafür müsste die Reduktion der 
Tim-1-Expression in 769-P Zellen mittels siRNA und anschließender Transfektion mit der 







5.6 Physiologische Relevanz des ADAM-vermittelten Tim-1 und Tim-4 
Sheddings 
 
Proteolytische Spaltung von Proteinen führt nicht nur zur Generierung von Signalmolekülen, 
chemotaktischen Proteinen und Zytokinen, sie dient auch der Modifizierung von Proteinen 
sowie einer schnellen Entfernung eines nicht mehr benötigten Rezeptors. Bei ischämischen 
Nierenerkrankungen wird Tim-1 vermehrt in seine lösliche Form prozessiert und mit dem 
Urin ausgeschieden [62, 63]. Membranständiges Tim-1 verleiht den proximalen 
Tubulusepithelzellen (PTECs) die Fähigkeit, umliegende apoptotische Zellen aufzunehmen. 
Anschließend verlieren die Phagozyten-PTECs ihre Fähigkeit, apoptotische Zellen 
aufzunehmen, dedifferenzieren sich in ihre ursprüngliche Form und bilden ein neues 
funktionstüchtiges Epithel [71, 72]. Es wäre denkbar, dass nachdem sich semi-professionelle 
Phagozyten-PTECs sich in ein neues Epithelium verwandeln, Tim-1 nicht mehr für die 
Erkennung von apoptotischen Zellen benötigt wird. Shedding wäre dann ein möglicher 
Mechanismus, um die Hochregulation der Tim-1 Expression schnell und effektiv zu 
reduzieren. Lösliches Tim-1 könnte in die Infiltration der ischämisch geschädigten Niere 
durch Neutrophile über die Interaktion mit LMIR5, einem Tim-1-Liganden, involviert sein. 
LMIR5+ Neutrophile infiltrieren das Nierenepithel nach einer Hochregulation der Tim-1 
Expression in PTECs ischämisch geschädigter Nieren. Bei den LMIR5 defizienten Mäusen war 
die Infiltration des Nierenepithels durch Neutrophile reduziert. Interessanterweise konnte 
gezeigt werden, dass lösliches Tim-1-Fc Fusionsprotein die Akkumulation von Neutrophilen 
induziert [32]. Lösliches Tim-1 könnte als ein chemotaktisches Protein für die Infiltration der 
LMIR5+ Neutrophile in das Nierenepithel dienen.  
Tim-1 ist ein Rezeptor für das Hepatitis A-Virus sowie für das Ebolavirus und das 
Marburgvirus [30]. Die proteolytische Spaltung von Tim-1 könnte nicht nur der Prävention 
von Virusinfektionen dienen, sondern auch der Opsonierung der Viren durch lösliches Tim-1. 
Dadurch wären die Bindungsstellen des Virus besetzt und dieser wäre nicht mehr in der 
Lage, weitere Zellen zu infizieren. Eine weitere Möglichkeit der Markierung von Viren durch 
lösliches Tim-1 wäre die Erkennung der Viren durch Immunzellen. 
Tim-1 und Tim-4 sind an der Aufrechterhaltung der Immuntoleranz und an der Entstehung 







die Proliferation aktivierter T-Zellen [39]. Lösliches Tim-1-Fc Fusionsprotein dagegen hemmt 
die T-Zellproliferation. Membranständiges Tim-4 fördert ebenfalls die T-Zellproliferation [25, 
77]. Auswirkungen von löslichem Tim-4-Fc auf die T-Zell-Aktivierung sind bisher nicht 
eindeutig geklärt worden. Es wurde beobachtet, dass Tim-4-Fc kostimulierend [25, 77], aber 
auch inhibierend [78] auf die T-Zellproliferation wirkt. Zwei Studien zeigten unabhängig 
voneinander, dass die Tim-1-Fc und Tim-4-Fc Fusionsproteine das Wachstum von 
anti-CD3/CD28 aktivierten T-Zellen durch einen Zellzyklusarrest im G0/G1-Kontrollpunkt 
inhibieren [75, 171]. Zellzyklus-Kontrollpunkte regulieren die Phasenübergänge bei der 
Zellteilung. Der Zellzyklusarrest von T-Zellen stellt eine Möglichkeit der Depletion 
antigenspezifischer T-Zellen (für Auto-Antigene oder harmlose Antigene) dar. Dieser Prozess 
ist wichtig für die Vermeidung von Allergien oder Autoimmunerkrankungen. Die Stimulation 
von aktivierten T-Zellen mit löslichen Tim-1-Fc und Tim-4-Fc Fusionsproteinen führte zur 
Hemmung der Produktion von Komponenten der Zellzyklus-Maschinerie, welche notwendig 
sind für die Progression durch die G0/G1-Phase [75, 171]. In vivo hemmte lösliches Tim-1-Fc 
die Ohr-Schwellung bei Mäusen in einem Kontakt-Hypersensitivitäts-Modell und führte zu 
einer Reduktion der Gelenkschwellungen bei Mäusen im AIA-Modell (Adjuvant-induzierte-
Arthritis) [171]. Dies zeigt, dass lösliche Tim-1 und Tim-4 Proteine in der Lage wären, die 
laufenden Immunantworten zu hemmen und therapeutisch bei Behandlungen der 
Autoimmunerkrankungen oder/und Allergien eingesetzt werden könnten.  
 
Die Fähigkeit der löslichen Tim-1 und Tim-4 Proteine, an Phosphatidylserin zu binden, deutet 
auf eine mögliche Rolle dieser Proteine als Zytokine hin. Die Bindung von löslichem Tim-1 
und Tim-4 an Phosphatidylserin von PS-tragenden Zellen könnte entweder die Aufnahme 
dieser Zellen durch Makrophagen fördern oder aber auch hemmen. Nicht-apoptotische, 
aktivierte T-Zellen exponieren PS auf die Außenmembran [165, 166]. Es wurde gezeigt, dass 
die Blockade von exponiertem PS auf den T-Zellen durch Annexin V (einem PS-bindendem 
Protein) zu einer Reduzierung des Aktivierungsstatus von T-Zellen führte [166]. Außerdem 
inhibierte die Besetzung von PS durch Annexin V auf T-Zellen die Infiltration von T-Zellen 
durch die peritoneale Membran in vivo und reduzierte die T-Zellmigration durch ein 
Endothelmonolayer in vitro [165]. Lösliche Tim-1 und Tim-4 Proteine könnten eine ähnliche 
Wirkung auf die Aktivierung und Migration aktivierter T-Zellen durch die Bindung an 









Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse über die Entstehung löslicher Tim-1 und Tim-4 
Proteine können für weitere Untersuchungen ihrer Funktion im Immunsystem herangezogen 
werden. Weitere Schritte wären die Bestätigung des Tim-1 und Tim-4 Sheddings durch 
ADAM10 und ADAM17 in vivo sowie die Aufklärung ihrer Funktion. Interessant wäre die 
Frage bezüglich der kostimulatorischen Rolle der löslichen Tim-1 und Tim-4 Proteine bei der 
T-Zellaktivierung und Proliferation. Einige Studien lieferten gegensätzliche Ergebnisse über 
die kostimulierende Rolle von Tim-4, welche mittels eines Fusionsproteins Tim-4-Fc 
gewonnen wurden [25, 77]. Der Einsatz von löslichem Tim-4, das durch proteolytische 
Spaltung generiert wird, könnte die Funktion von Tim-4 bei der T-Zellaktivierung aufklären.  
Weiterhin wäre von Interesse, die Rolle der Bindung von löslichen Tim-1 und Tim-4 an 
Phosphatidylserin zu untersuchen. Wirken die löslichen Tim-1 und Tim-4 Proteine als 
Chemokine oder Zytokine? Führt die Markierung der PS-tragenden Zellen durch lösliche 
Tim-1 und Tim-4 Proteine zu einem Schutz gegen Phagozytose oder fördert es vielmehr die 
Aufnahme dieser opsonierter Zellen durch Makrophagen? Die Aufklärung der Funktion von 
löslichen Tim-1 und Tim-4 Proteinen bei der Regulation der Immunantwort, Immuntoleranz 
sowie bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen und Allergien könnte mögliche 
therapeutische Ansätze liefern. 
Die Entfernung des membranständigen Tim-1 durch gezieltes Shedding könnte zu einem 
Schutz gegen die Virusinfektionen beitragen. Interessant wäre zu untersuchen, ob dieser 
Mechanismus als Prävention gegen eine virale Infektion genutzt werden kann oder auch als 
therapeutischer Ansatz, indem verhindert wird, dass weitere Zellen infiziert werden. 
Interessant ist auch der Einfluss des löslichen Tim-1 auf die Entwicklung von Tumoren. Durch 
eine gezielte Hemmung des Tim-1 Sheddings könnten Metastasierung und Tumorwachstum 
therapeutisch behandelt werden. Die pathogene Rolle von löslichem Tim-4 ist nicht bekannt. 
Tim-4 wird mit Autoimmunerkrankungen und Allergien assoziiert. Ein nächster Schritt wäre 
die Menge von löslichem Tim-4 im Serum von Patienten mit Autoimmunerkrankungen oder 









Tim-1 und Tim-4 sind Mitglieder der Tim (T cell Immunoglobulin and Mucin domain) Protein-
Familie und spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation von Immunantworten, 
Immuntoleranz sowie bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen und Allergien. 
Während Tim-1 ausschließlich auf antigenpräsentierenden Zellen exprimiert wird, wurde die 
Tim-4 Expression auf T-Zellen, regulatorischen B-Zellen sowie Dendritischen Zellen 
nachgewiesen. Eine Reihe von Liganden (Viren, Rezeptoren, Lipide oder Kernproteine) wurde 
für die Tim-1 und Tim-4 Proteine beschrieben, was auf eine Liganden-spezifische Diversität 
ihrer Funktion hindeutet. Die Funktion von Tim-1 und Tim-4 ist bislang nicht eindeutig 
aufgeklärt. Tim-1 und Tim-4 wirken als kostimulierende Moleküle bei der T-Zellaktivierung 
und können die Phagozytose apoptotischer Zellen als Rezeptoren für Phosphatidylserin 
vermitteln. Neben seiner Rolle im Immunsystem ist Tim-1 in die Pathogenese der 
ischämischen Nierenerkrankungen und Nierenzellkrebs involviert. Bei diesen Erkrankungen 
entsteht lösliches Tim-1 Protein, welches durch proteolytische Spaltung generiert wird.  
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde aufgeklärt, dass ADAM10 und ADAM17 in die proteolytische 
Generierung von löslichen Tim-1 und Tim-4 involviert sind. PMA-induziertes Shedding von 
Tim-1 und Tim-4 wird durch ADAM17 und Ionomycin-induziertes Shedding durch ADAM10 
vermittelt. Tim-1 und Tim-4 sind Rezeptoren für Phosphatidylserin und vermitteln die 
Aufnahme apoptotischer Zellen, welche PS an der Außenseite der Membran tragen, durch 
Makrophagen. Hier wurde nachgewiesen, dass lösliche Tim-1 und Tim-4 Proteine ihre 
Fähigkeit, an Phosphatidylserin zu binden, behalten, was zur weiteren Aufklärung ihrer 
Funktion als PS-Rezeptoren beitragen könnte. Interessanterweise wurde in dieser Arbeit 
eine Korrelation zwischen ADAM17-vermitteltem Tim-1 Shedding und der Fähigkeit der 
Nierenkarzinomzellen sich invasiv zu verhalten, festgestellt. 
 
Die Freisetzung von löslichen Tim-1 und Tim-4 Proteinen stellt ein wichtiges Kriterium für die 
Aufklärung ihrer Funktion im Immunsystem dar. Darüber hinaus kann gezieltes Shedding von 
Tim-1 auf Grund seiner Funktion als Rezeptor für Viren und seiner Rolle in Krebsentwicklung 









Tim 1 and Tim-4 are members of the Tim (Immunoglobulin and T cell mucin domain) protein 
family and play a major role in the regulation of immune responses, immune tolerance, as 
well as in the pathogenesis of autoimmune diseases and allergies. While Tim-4 is only 
expressed on antigen-presenting cells, Tim-1 expression was detected on T cells, regulatory 
B cells and dendritic cells. A number of different molecules including viruses, receptors, 
lipids, or nuclear proteins have been described as ligands for Tim-1 and Tim-4 proteins, 
suggesting a ligand-specific diversity of their function. The function of Tim-1 and Tim-4 is not 
completely understood. It was described that Tim-1 and Tim-4 act as costimulatory 
molecules during T cell activation and are involved in phagocytosis of apoptotic cells. In 
addition to their role in the immune system Tim-1 is involved in the pathogenesis of ischemic 
renal disease and renal cell cancer. Soluble Tim-1, which is generated by proteolytic 
cleavage, is used as a biomarker in these diseases. 
 
In this thesis ADAM10 and ADAM17 (A Desintegrin And Metalloproteinases 10 and 17) have 
been identified as proteases of Tim-1 and Tim-4. PMA-induced shedding of Tim-1 and Tim-4 
was mediated by ADAM17 while ionomycin-induced shedding was mediated by ADAM10. 
Tim-1 and Tim-4 are receptors for phosphatidylserine and mediate uptake of apoptotic cells, 
which carry phosphatidylserine on the outer leaflet of the membrane. Here, it was 
demonstrated that soluble Tim-1 and Tim-4 proteins retain their ability to bind to 
phosphatidylserine. This could contribute to further elucidation of their function as 
phosphatidylserine receptors. Furthermore, a correlation between ADAM17-mediated 
shedding of Tim-1 and the ability of invading renal carcinoma cells was found in this thesis. 
 
The release of soluble Tim-1 and Tim-4 proteins is an important clue regarding the 
clarification of their function in the immune system. Moreover, due to its function as a 
receptor for viruses and its role in cancer development, selective shedding of Tim-1 may 
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Abb. 9.1.10 Schematische Darstellung der Klonierung von pcDNA3.1-AP-Tim-4 ∆ICD.
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ADAM A Desintegrin and Metalloproteinase 
AGMK African Green Monkey Kidney cells 
AP Alkalische Phosphatase 
AP-1 Activator Protein 1 
APC Antigen Presenting Cells 
APP Amyloid Precursor Protein 
APS Ammoniumpersulfat 
ATP Adenosintriphosphat 
BSA Bovines Serumalbumin 
Bregs regulatorische B-Zellen 
BzATP Benzoyladenosintriphosphat 
CD Cluster of Differentiation  
CDS Coding DNA Sequence 
cDNA complementary DNA 
 CHO Chinese Hamster Ovary cells 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DC Dendritic Cell 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Deoxyribonucleic Acid 
dsDNA Doppelstrang-DNA 
E. coli Escherichia coli 
EBOV Ebolavirus  
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 
EGF Epidermal Growth Factor 
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 
EGTA Ethylene Glycol Tetraacetic Acid 
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
ERK Extracellular signal-Regulated Kinase) 
FACS Fluorescence-Activated Cell Sorting 
FCS Fetal Calf Serum 







GW GW280264X, ADAM10 und ADAM17 Inhibitor 
HAV Hepatitis A Virus 
HAVCR-1 Hepatitis A Virus Zellulärer Rezeptor 1 
HB-EGF Heparin-Binding EGF-like growth factor 
HGF Hepatocyte Growth Factor 
ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1 
ICD Intrazelluläre Domäne 
IFN-γ Interferon γ 
IgG Immunglobulin G 
IgV Immunoglobulindomäne 
IL-4/6/10 Interleukin-4/6/10 
IL-6R Interleukin-6 Rezeptor 
KIM-1 Kidney Injury Molecule 1 
LDL Low Density Lipoprotein 
LMIR5 Leukocyte Mono-Ig-like Receptor 5 
LPS Lipopolysaccharid 
MA Marimastat 
MACS Magnetic activated cell sorting 
MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 
MARV Marburgvirus 
MBP Myelin Basic Protein 
M-CSF Macrophage Colony-Stimulating Factor 
MEF Murine embryonale Fibroblasten 
MFG-E8 Milk Fat Globule-EGF factor 8 
MHC Major Histocompatibility Complex 
MI MMP-3 Inhibitor  
MILIBS Metal Ion-dependent Ligand Binding Site 
MMP Matrix Metalloproteinase 
mRNA messenger RNA 
NFAT Nuclear Factor for Activation of T-cells 
NKT Natural Killer T cells 
NUR77 NUR response element transcription factor 77 
PBS Phosphate Buffered Saline 



















PKC Proteinkinase C 
PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 
proA10 ADAM10 Pro-Domäne 
PS Phosphatidylserin 
PTEC Proximal Tubular Epithelial Cell 
PVDF Polyvinylidendifluorid 
RAGE Receptor for Advanced Glycation End Products 
RNA Ribonucleic Acid 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
siRNA small interfering RNA  
SOE-PCR Splicing by Overlap Extension PCR 
TBS Tris Buffered Saline 
TACE Tumor Necrosis Factor-α Converting Enzyme 
Tapr T-cell and Airway Phenotype Regulator 
TGF-α Transforming Growth Factor α 
Th1 Typ1-T-Helferzellen 
Th2 Typ2-T-Helferzellen 
Tim  T cell Immunoglobulin and Mucin domain 
Tim-1/4-Fc  Tim-1 /4 fusioniert mit der Fc-Region eines humanen IgG1 
TIMP Tissue Inhibitors of Metalloproteinases 
TNF-α Tumornekrosefaktor α 
Tregs regulatorischen T-Zellen 
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